﻿TĂIERE RESTRICȚĂ Sonde ADN utilizate pentru PCR Ligarea ADN-ului ÎNDEPARTAREA LEGĂJURILOR ÎNcrucișate PRIN TRATAMENT TERMICI ȘI PROTEOLIZĂ IDENTIFICAREA SEGMENTELOR CONECTATE PRIN PCR Un produs ADN se obține numai dacă în celulă proteina a păstrat aceste două secvențe de ADN în imediata apropiere una de cealaltă Orez , Metodă de determinare a poziției buclelor în cromozomii de interfază În această tehnică, cunoscută sub numele de metoda C (cuptura conformației cromozomilor), celulele sunt tratate cu formaldehidă pentru a crea legături covalente ADN-proteină și ADN-ADN, așa cum se arată ADN-ul este apoi tratat cu o nuclează de restricție, care îl taie în multe bucăți, tăind la secvențe de nucleotide precis definite și formând seturi de "capete lipicioase" identice (vezi Figura ) Capetele lipicioase se pot uni între ele prin împerecherea bazelor complementare Este important ca ADN-ul să fie în formă dizolvată înainte de etapa de ligatură prezentată, astfel încât fragmentele care sunt menținute în imediata apropiere unele de altele (prin legături încrucișate) sunt cel mai probabil să se unească În cele din urmă, legăturile încrucișate sunt rupte și fragmentele de ADN nou ligate sunt identificate și cuantificate prin PCR (reacția în lanț a polimerazei, descrisă în capitolul ) Combinând informații despre frecvența contactelor segmentelor de ADN, obținute prin metoda S, cu informații despre secvența ADN, este posibil să se construiască modele structurale ale conformației cromozomilor de interfază Politenia a fost cel mai bine studiată în celulele glandelor salivare ale larvelor de muște a fructelor, Drosophila Atunci când astfel de cromozomi politenici sunt priviți la microscop cu lumină, sunt vizibile benzi întunecate sau discuri alternative individuale și regiuni interdiscale luminoase ( ), fiecare dintre acestea fiind formată din de mii de secvenţe de ADN identice dispuse una lângă alta pe rând Aproximativ % din ADN-ul din cromozomii politenilor este localizat în discuri, iar % este în spațiile interdiscale O bandă foarte subțire poate conține de perechi de baze, în timp ce o bandă groasă poate conține de perechi de baze în fiecare dintre firele sale de cromatină Cromatina din fiecare disc apare întunecată deoarece ADN-ul din ele este mai dens decât ADN-ul din regiunile interdiscale; în plus, discul poate conține o proporție mai mare de proteine ( ) Structura globală a cromozomilor de domeniu de buclă de nivel înalt - nm /gene per buclă fibrila / modificând I enzime histonice complexelor cromatina ARN polimeraza / proteinele care formează axa cromozomală Orez , Model de organizare a cromozomului de interfaza Reprezentare schematică a secțiunii cromozomului de interfază cu organizare în buclă Fiecare dintre domeniile buclei conține probabil - de perechi de baze dintr-o dublă helix ADN condensată într-o fibrilă de nm Cromatina din fiecare buclă individuală este și mai condensată din cauza proceselor de pliere încă prost înțelese care sunt inversate atunci când celula necesită acces direct la ADN-ul ambalat în buclă Cu toate acestea, în cromozomii mitotici, bazele buclelor cromozomiale sunt îmbogățite atât în condensine, cât și în enzimele ADN-topoizomerazei II, două proteine care pot forma cea mai mare parte a axei în timpul metafazei (vezi Figura ) Setul complet de cromozomi politenilor Drosophila conține aproximativ de benzi și de interdiscuri Benzile pot fi identificate prin grosimi diferite și distanțe diferite în subdiviziunea lor, iar fiecăruia dintre ele i s-a atribuit un număr pentru a construi o "hartă" a cromozomilor, care a fost indexată în funcție de secvența secvențială a genomului muștei Cromozomii politenilor Drosophila oferă un bun punct de plecare pentru studierea organizării cromatinei la nivel înalt În paragraful anterior, am văzut că există multe forme de cromatină și fiecare dintre ele conține nucleozomi cu o combinație diferită de histone modificate În timpul citirii unui astfel de cod de histonă, anumite seturi de proteine non-histone se adună pe nucleozomi și influențează funcția biologică într-un fel sau altul Unele dintre aceste proteine non-histone pot călători pe distanțe lungi prin ADN, conferind o structură similară a cromatinei regiunilor adiacente ale genomului (vezi Figura ) Astfel, în unele regiuni, întreaga cromatina are o structură similară și este separată de domeniile învecinate prin proteine barieră (vezi Fig ) Prin urmare, la rezoluție scăzută, cromozomul de interfază poate fi considerat o bandă de structuri cromatinei, fiecare dintre acestea conținând modificări specifice nucleozomilor asociate cu un set specific de proteine nonhistone (La un nivel mai ridicat de rezoluție, sunt evidente multe proteine de legare la ADN specifice secvenței, care vor fi descrise în Capitolul ) Această imagine a cromozomului de interfază ne ajută să interpretăm rezultatele obținute în cursul studiilor cromozomilor politenici Prin colorarea cu anticorpi foarte specifici, se poate demonstra că pe diferite discuri de cromozomi politenici, histonele sunt modificate diferit ( ), precum și diferite seturi de histone proteine non-histone Aceasta sugerează o strategie generală puternică Folosind combinații de anticorpi care se leagă strâns la modificările corespunzătoare ale histonelor care creează codul histonelor (vezi Fig ), este posibil să se determine care Partea Mecanisme genetice de bază brațul drept al cromozomului Cromozomul X cromozomi mitotici normali la aceeași scară de mărire cromocentrul brațul stâng al cromozomului cromozomul h " cromozomul regiune de divergență între doi cromozomi omologi brațul drept, cromozomul µm Orez , Un set complet de cromozomi politenici dintr-o celulă a glandei salivare Drosophila melanogaster În această ilustrație, obținută pe un microscop luminos al unei fotomicrografii, pentru o mai mare claritate, cromozomii giganți sunt îndreptați pe o lamă de sticlă și apăsați de o lamelă - "zdrobit" Drosophila are patru cromozomi și sunt reprezentate patru perechi diferite de cromozomi Dar fiecare cromozom este puternic asociat cu omologul său (astfel încât fiecare pereche să arate ca o singură structură), ceea ce nu este caracteristic pentru majoritatea nucleelor (cu excepția meiozei) Fiecare cromozom a suferit mai multe cicluri de replicare, iar omologii, precum și toate duplicatele lor, au rămas în ordine exactă unul cu celălalt, ducând la formarea unor corzi uriașe de cromatină, constând din multe fire de ADN Toți cei patru cromozomi politenici sunt de obicei legați unul de celălalt prin regiuni heterocromatice din apropierea centromerilor lor, care se combină pentru a forma un singur cromocentru mare (regiune roz) Cu toate acestea, în această pregătire, cromocentrul a fost împărțit în două părți în timpul procedurii de "zdrobire" (Revizuit din T S Painter, J Hered : - , Prin amabilitatea Oxford University Press ) Structura globală a cromozomilor Orez , Micrografii ale cromozomilor poligonali din glandele salivare ale Drosophila melanogaster a) O microfotografie a unei secțiuni a unui cromozom obținută cu un microscop optic ADN-ul a fost colorat cu un colorant fluorescent, dar aici este o imagine inversată în care porțiunile albe ale ADN-ului apar negre; se vede clar că discurile sunt zone cu concentrație crescută de ADN Acest cromozom a fost procesat la presiune ridicată pentru a arăta mai clar benzile sale distinctive și profilul de spațiere interdiscală b) Micrografie electronică a unei mici secțiuni a cromozomului politenului Drosophila observată în secțiune subțire Dungile sunt ușor de distins, care diferă foarte mult ca grosime și sunt separate prin spații interdiscale în care cromatina este într-o formă mai puțin condensată (Ilustrație o adaptare după DV Novikov, I Kireevand A S Belmont, Nat Methods : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd Imaginea b prin amabilitatea Veikko Sorsa ) Orez , Model de modificări ale histonelor pe cromozomii poligonali ai Drosophila melanogaster Anticorpii care recunosc în mod specific diferitele modificări ale histonelor pot localiza fiecare astfel de modificare printre multele discuri și spații interdisc de pe acești cromozomi Cele două diapozitive prezentate aici compară pozițiile a două etichete diferite pe cozile histonelor H În ambele cazuri, anticorpul care a "etichetat" histona modificată este colorat în verde, în timp ce ADN-ul este roșu Este prezentată doar o zonă mică din jurul cromocentrului, o) Dimetillizina (verde) este o modificare a histonei legată de heterocromatina pericentromerică După cum puteți vedea, eticheta este asociată cu cromocentrul, b) Lizina acetilată (verde) este o modificare care este concentrată în histonele asociate cu genele active După cum se poate observa, acest semn este prezent în numeroase benzi de pe brațele cromozomilor și este absent în cromocentrul heterocromatic Experimente similare pot fi efectuate pentru a localiza multe alte histone modificate, precum și proteine non-histone (vezi, de exemplu, cromozomii colorați pentru a identifica proteina Polycomb în Figura ) (Adaptat după A Ebert, S Lein, G Schotta și G Reuter, Chromosome Res : - , Prin amabilitatea lui Springer ) Partea Mecanisme genetice de bază combinațiile de modificări sunt caracteristice anumitor tipuri de domenii cromatinei Și făcând experimente similare cu anticorpi care recunosc fiecare dintre sutele de proteine diferite non-histone din cromatină, se poate încerca să descifreze multe mistere diferite codificate în modificările histonelor Studiile moleculare au condus la o reevaluare a viziunii noastre despre heterocromatina Timp de multe decenii, heterocromatina a fost considerată a fi o substanță uniformă, care se caracterizează printr-o structură foarte compactată (foarte condensată) și care este capabilă să "tăcere" permanent genele Dar dacă definim heterocromatina ca o formă de cromatina compactă care poate reduce genele, poate fi moștenită epigenetic și răspândită peste cromozomi pentru a provoca un efect de mozaic pozițional (vezi Figura ), atunci devine clar că există diferite tipuri de heterocromatina De fapt, am luat în considerare deja trei astfel de tipuri în discuția noastră despre centromerul uman (vezi Figura ) Se crede că fiecare domeniu de heterocromatină este format prin co-asamblarea unui set de proteine nonhistone De exemplu, heterocromatina pericentromerică clasică conține mai mult de șase astfel de proteine, inclusiv proteina heterocromatină (HP ), în timp ce așa-numita formă Polycomb a heterocromatinei conține un număr similar de proteine dintr-un set care nu se suprapune (proteine PcG) Există sute de blocuri mici de heterocromatină împrăștiate peste umerii cromozomilor politenilor Drosophila și identificate prin replicarea lor târzie (discută în capitolul ) Rezultatele colorării cu anticorpi a unor astfel de regiuni ale heterocromatinei indică faptul că formele cunoscute de heterocromatină pot explica nu mai mult de jumătate din benzile de politen heterocromatine ( ) Prin urmare, trebuie să existe și alte tipuri de heterocromatină, a căror compoziție proteică nu este cunoscută După toate probabilitățile, toate aceste tipuri de heterocromatină sunt reglementate diferit și joacă roluri diferite în celulă Structura cromatinei în toate domeniile depinde în cele din urmă de proteinele care se leagă la secvențe specifice de ADN și se știe că se schimbă cu tipul de celule și stadiul de dezvoltare într-un organism multicelular Astfel, modelul de distribuție al cromului numai proteina hp numai proteina PcG proteinele HP și PcG Eu nu HP nici PcG proporție de regiuni heterocromatice, % Orez , Dovezi în favoarea existenței multor forme de heterocromatină În acest studiu, de regiuni cu replicare târzie de pe brațele cromozomilor politenilor Drosophila au fost examinate pentru prezența a două proteine non-histone Se știe că aceste proteine favorizează compactarea a două forme diferite de heterocromatină (vezi textul) După cum s-a indicat, colorarea anticorpilor sugerează că aproximativ jumătate din regiuni sunt ambalate în acele forme de heterocromatină care diferă de aceste două Experimente ca acestea arată că știm mult mai puține despre ambalarea ADN-ului eucariotic decât trebuie să învățăm încă (Date adaptate din IF Zhimulevand E S Belyaeva, BioEssays : - , Prin amabilitatea lui John Wiley & Sons ) Structura globală a cromozomilor domeniile de staniu și compoziția lor individuală (modificări de nucleozom plus proteine non-histone) pot fi diferite în diferite țesuturi Aceste diferențe fac diferite gene disponibile pentru citirea genetică și ajută la explicarea creșterii diversității celulare care însoțește dezvoltarea embrionară (descrisă în capitolul ) Comparațiile cromozomilor politene din două țesuturi diferite de muște au pus bazele acestei idei generale: deși modelele de distribuție ale discurilor și regiunilor interdiscale sunt în mare parte aceleași, există diferențe reproductibile Când o insectă trece de la un stadiu de dezvoltare la altul, în cromozomii săi politeni apar umflături caracteristice sau pufături cromozomiale, iar pufurile vechi cad pe măsură ce genele noi încep să fie exprimate, iar cele vechi se opresc ( ) Inspecția fiecărei astfel de umflături, atunci când aceasta este relativ mic și modelul de benzi este încă vizibil, arătând că majoritatea umflăturilor rezultă din decondensarea acestora sau alte discuri cromozomiale Fibrilele individuale de cromatină care formează un puf pot fi observate la microscop electronic În cazuri favorabile, se remarcă bucle, care amintesc în multe privințe de cele observate în cromozomii de lampbrush caracteristici amfibienilor, care au fost menționate mai devreme În absența exprimării, bucla de ADN presupune o structură îngroșată, posibil o fibrilă încolăcită de nm, dar atunci când are loc expresia genei, bucla se întinde În fotografiile cu microscopia electronică, cromatina situată de fiecare parte a buclei decondensate pare a fi mult mai compactă, ceea ce sugerează că bucla este un domeniu funcțional distinct al structurii cromatinei Observațiile făcute în celulele umane sugerează, de asemenea, că buclele strâns pliate de cromatină se extind, ca și cum ar încerca să ocupe mai mult spațiu atunci când gena din ele este exprimată De exemplu, regiunile de repaus ale cromozomului cu lungimea cuprinsă între , și milioane de perechi de baze apar ca pete compacte în nucleul de interfază atunci când sunt observate folosind microscopia cu fluorescență folosind FISH sau alte tehnologii Cu toate acestea, s-a observat că același ADN acoperă o zonă mare atunci când genele sale sunt exprimate, cu pete alungite înlocuind punctul original structurilor Orez , Sinteza ARN în pufurile de cromozomi politenici Imagine autoradiografică a unui singur puf într-un cromozom politen din glandele salivare ale țânțarului clopot C tentans După cum s-a menționat în Capitolul și va fi detaliat în Capitolul , primul pas în exprimarea genei este sinteza unei molecule de ARN folosind ADN-ul ca șablon Pe regiunea decomprimată a cromozomului, ARN-ul este sintetizat, care este marcat cu H-uridină (vezi Secțiunea ) - o moleculă precursor de ARN care se integrează în lanțurile de ARN în creștere (Fotografia prin amabilitatea lui J Bopper ) Partea Mecanisme genetice de bază Noile metode de vizualizare a cromozomilor individuali au arătat că fiecare dintre cei de cromozomi de interfază dintr-o celulă umană, de regulă, ocupă propriul său teritoriu izolat în interiorul nucleului ( ) Cu toate acestea, tablourile precum cel prezentat în această figură oferă doar o privire medie asupra distribuției ADN-ului în fiecare cromozom Experimentele care localizează anumite regiuni ale heterocromatinei pe un cromozom arată că acestea sunt adesea strâns asociate cu lamina nucleară, indiferent de cromozomul pe care îl observăm Și sondele ADN, care colorează de preferință regiunile bogate în gene ale cromozomilor umani, oferă o imagine izbitoare a nucleului de interfază, care reflectă, probabil, diferitele poziții medii ale genelor active și inactive ( ) µm Iu Orez , Manifestarea simultană a teritoriilor cromozomilor tuturor cromozomilor umani într-un singur nucleu în stadiul de interfază Un test FISH care utilizează un amestec diferit de fluorocromi pentru a marca ADN-ul fiecărui cromozom Detectarea folosind șapte canale de culoare ale unui microscop fluorescent face posibilă distingerea fiecărui cromozom în trei dimensiuni În dreapta microfotografiei, fiecare cromozom este identificat în diagrama imaginii reale Rețineți că doi cromozomi omologi (de exemplu, două copii ale cromozomului ) de obicei nu se perechează (Adoptată din M R Speicher și NP Carter, Nat Rev Genet : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) O varietate de tipuri diferite de experimente efectuate au condus la concluzia că poziția unei gene în nucleu se schimbă atunci când începe expresia sa intensă Astfel, se constată adesea că o regiune care devine intens transcrisă se extinde dincolo de teritoriul său cromozomial, așa cum este cazul buclei extinse ( ) În capitolul noi Vom vedea că începerea transcripției, primul pas în procesul de exprimare a genelor, necesită asamblarea a peste de proteine și pare destul de rezonabil că aceasta s-ar produce cel mai rapid în acele regiuni ale nucleului care sunt cele mai îmbogățite în aceste proteine Într-o formă mai generală, avem o imagine a unui nucleu foarte eterogen, constând din regiuni diferite din punct de vedere funcțional, în care părți Structura globală a cromozomilor Orez , Distribuția regiunilor bogate în gene ale genomului uman în nucleul de interfază Regiunile bogate în gene au fost detectate utilizând o sondă fluorescentă hibridizată cu repetarea Alu împrăștiată, care are mai mult de un milion de copii în genomul uman (vezi Fig ) Din motive necunoscute, aceste secvențe se grupează în regiuni bogate în gene ale cromozomilor În această imagine, zonele îmbogățite în secvențe Alu sunt verzi; zonele epuizate din aceste secvențe sunt roșii, în timp ce zonele cu abundența lor medie sunt galbene După cum se poate observa, ADN-ul din apropierea învelișului nuclear este "privat" de regiuni îmbogățite în gene (Adaptat după A Bolzer și colab , PLoS Biol : - , Prin amabilitatea Bibliotecii Publice de Știință ) plic nuclear cromozomi omologi identificați prin metode de hibridizare gene special marcate GENA ESTE INACTIVĂ GENĂ ACTIVĂ Orez , Influența nivelurilor ridicate de expresie a genelor asupra localizării intranucleare a cromatinei, o) Micrografiile cu fluorescență ale nucleelor de celule umane arată cum se modifică poziția unei gene atunci când aceasta începe să fie transcrisă eficient Regiunea unui cromozom adiacent unei gene (roșu) se vede că își părăsește teritoriul cromozomial (verde) numai atunci când gena este foarte activă, b) Reprezentarea schematică a unei bucle mari de cromatina care se desfășoară atunci când gena este "pornită" și se contractă atunci când această genă este oprită După cum se arată prin aceleași metode, genele rămase, care sunt exprimate mai puțin activ, rămân pe teritoriul lor cromozomial în timpul transcripției (Adaptat după JR Chubb și W A Bickmore, Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) Partea Mecanisme genetice de bază Cromozomii se pot mișca pe măsură ce în ei au loc diferite procese biochimice, de exemplu, atunci când nivelurile de expresie ale genelor localizate în ei se modifică ( ) Există dovezi că unele dintre aceste regiuni nucleare sunt marcate cu inozitol fosfolipide diferite, ceea ce amintește de modul în care aceleași lipide sunt folosite pentru a distinge diferite membrane din citoplasmă (vezi Figura ) Dar la ce se atașează aceste lipide în interiorul nucleului este un mister, deoarece singurele medii cunoscute îmbogățite cu lipide sunt straturile duble lipidice ale învelișului nuclear regiune a nucleului pentru a suprima expresia genelor gena A gena B gena C regiune nucleară pentru expresia genelor plic nuclear MODIFICĂRI ÎN CELULĂ CA RĂSPUNS LA SEMNALELE SUFERENTE mișcarea regiunilor ADN către alte regiuni ale nucleului: genele A și C încep să fie exprimate activ, iar gena B devine tăcută în heterocromatină Orez , Mișcarea genelor în diferite regiuni ale nucleului atunci când nivelurile lor de expresie se modifică Interiorul nucleului este foarte eterogen și se știe că diferite regiuni intranucleare au efecte diferite asupra expresiei genelor Mișcări precum cele prezentate în această figură reflectă probabil modificări ale afinității de legare între cromatină și moleculele de ARN care înconjoară gena cu diferite regiuni intranucleare Se pare că o astfel de mișcare are loc prin difuzie și nu necesită reglarea direcției de mișcare, deoarece fiecare regiune a cromozomului, atunci când este etichetată într-un mod care să permită urmărirea poziției sale într-o celulă vie, se poate observa că suferă o mișcare neregulată constantă În capitolul , descriem funcția diferitelor subcompartimente care există în nucleu Cel mai mare și cel mai vizibil dintre acestea este nucleolul, o structură deja bine cunoscută cercetătorilor care foloseau microscoapele în secolul al XIX-lea (vezi Figura ) Regiunile nucleolului constau din rețele de molecule de ARN și proteine care înconjoară genele de ARN ribozomal transcrise și există adesea ca nucleoli multipli Structura globală a cromozomilor Orez , O micrografie electronică care arată două subcompartimente nucleare fibrilare comune Cea mai mare dintre mingile prezentate în figură este corpul lui Cajal Bila mai mică, mai întunecată, este o acumulare de granule intermediare de cromatină numită pată (vezi și Figura ) Aceste "organite subnucleare" sunt fotografiate în nucleul unui ovocit Xenopus (Adaptat după K E Handwerger și JG Gali, Trends Cell Biol : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) Există, de asemenea, o mare varietate de organele mai puțin vizibile în nucleu De exemplu, majoritatea celulelor vegetale și animale conțin structuri sferice numite corpuri Kach la, și acumulări de granule de cromatină intermediară ( )este , ) La fel ca nucleolul, aceste organite au µm* a anumitor molecule de proteine și ARN care se leagă între ele și formează rețele care sunt foarte permeabile la alte molecule de proteine și ARN suspendat în nucleoplasma înconjurătoare (Fig ) greutatea moleculară a dextranului fluorescent din miez eu - - micrografii fluorescente Orez , Un experiment care arată că organelele subnucleare sunt foarte permeabile la macromolecule Aceste micrografii arată nucleele unui ovocit viu: în rândul de sus, fluorescența interioarelor nucleolilor, corpurilor Cajal și a petelor este comparată cu fluorescența nucleoplasmei înconjurătoare, la ore după dextranii fluorescenți ai greutății moleculare marcate au fost introduse în nucleoplasmă Luminozitatea fiecărei organele reflectă permeabilitatea acestuia, cea mai permeabilă organelă fiind cea mai strălucitoare Pentru comparație, rândul de jos prezintă micrografii luminoase convenționale ale acelorași preparate, cu nucleolul din fiecare câmp evidențiat cu maro Corpii Cajal, după cum se poate observa, sunt mai permeabili decât nucleolii Cu toate acestea, analiza cantitativă arată că o proporție mare de dextran intră în toate organitele, ceea ce se aplică și moleculelor sale cele mai mari (Adaptat după K E Handwerger, J A Cordero și JG Gali, Mol Biol Cell : - , Prin amabilitatea Societății Americane de Biologie Celulară ) Partea Mecanisme genetice de bază Structuri ca acestea pot crea diverse medii biochimice prin imobilizarea unor grupuri selectate de macromolecule, la fel ca și alte rețele de proteine și molecule de ARN asociate cu porii nucleari și învelișul nuclear În principiu, aceasta face posibilă transformarea cu mare eficiență a moleculelor care intră în aceste spații și pătrund în căile de reacție complexe pregătite pentru ele Rețelele fibroase foarte permeabile de acest fel, prin separarea spațiului de reacție (vezi Secțiunea ) care are loc în nucleu, pot oferi astfel multe avantaje cinetice ( , a) Cu toate acestea, spre deosebire de cavitățile închise în membrană din citoplasmă (discutate în capitolul ), astfel de subcavități nucleare - fără o membrană cu două straturi lipidice - nu pot nici să concentreze, nici să excludă anumite molecule mici Celula are o capacitate remarcabilă de a crea sau chiar de a echipa diverse medii biochimice din nucleu Datele cunoscute până acum facilitează înțelegerea diferitelor aspecte ale expresiei genelor, despre care discutăm în Capitolul (vezi Figura ) La fel ca nucleolul, astfel de subcavități par să se formeze numai atunci când este necesar și oferă o concentrație locală mare de multe enzime și molecule de ARN diferite necesare pentru ca un anumit proces să aibă loc În mod similar, după deteriorarea ADN-ului prin radiații, există o acumulare a unui număr de enzime necesare implementării Orez , Compartimentare eficientă fără membrană cu două straturi, a) Ilustrare schematică a organizării unui organel subnuclear globular (stânga) și a unui compartiment ipotetic cu o organizare similară situat chiar sub învelișul nuclear (dreapta) În ambele cazuri, moleculele de ARN și/sau proteine (gri) se combină pentru a forma structuri foarte poroase asemănătoare unui gel care conțin locuri de legare pentru alte proteine și molecule de ARN specifice (obiecte colorate); iar moleculele de ARN la lanțuri lungi de polimeri flexibili, ca în a, pot forma un "cap de pod" pe care sunt create toate condițiile pentru accelerarea reacțiilor în compartimentele nucleare Tipul de reacții catalizate va depinde de macromoleculele specifice care sunt concentrate în aceste locuri Desigur, este de așteptat ca în compartimente similare din toate celelalte zone ale celulei, reacțiile să fie accelerate în același mod (vezi și Fig , c) Structura globală a cromozomilor Fenomene de reparare a ADN-ului, în centre izolate (focare) din nucleu, care se transformă astfel într-un fel de "fabrici de reparaţii" (vezi Fig ) În general, nucleele conțin adesea sute de centri izolați, care sunt "fabricii de sinteză" de ARN sau ADN După toate probabilitățile, toate astfel de formațiuni sunt aranjate conform tipului de "mănunchi" ilustrat în Fig b, conform căruia secțiunile lungi și flexibile ale lanțului polipeptidic (sau un alt polimer) sunt intercalate cu situsuri de legare pe care sunt concentrate numeroase molecule de proteine și (sau) ARN care sunt necesare pentru catalizarea unui anumit proces Nu este surprinzător faptul că acest tip de fascicule, crescând ratele anumitor reacții (de exemplu, vezi Fig ), sunt folosite de celulă pentru a accelera procesele biologice din citoplasmă Există un fel de structură intranucleară, asemănătoare cu scheletul celular, pe care sunt fixați cromozomii și alte componente ale nucleului? Matricea nucleară, sau schela, este definită ca materialul insolubil care rămâne în nucleu după o serie de operații biochimice Multe dintre moleculele de proteine și ARN care alcătuiesc acest material insolubil provin probabil din compartimentele fibrilare recent descrise ale nucleului, în timp ce altele au caracteristici ale proteinelor care ajută la formarea coloanei vertebrale a buclelor cromozomiale sau atașează cromozomii la alte structuri din nucleu Întrebarea dacă nucleul conține și filamente lungi, filamente care formează căi organizate de-a lungul cărora componentele nucleului se pot deplasa - similare cu cele găsite în citoplasmă - nu este încă pe deplin rezolvată Cromozomii mitotici sunt formați din cromatina în starea sa cea mai condensată După ce am discutat despre structura dinamică a cromozomilor de interfază, ne putem întoarce la cromozomii mitotici În timpul mitozei, cromozomii aproape tuturor celulelor nucleate devin clar vizibili la microscop cu lumină pe măsură ce se înfășoară în structuri extrem de compacte O astfel de compactare reduce lungimea unui cromozom tipic de interfaza de numai zece ori, dar schimbă dramatic forma cromozomului Pe gs prezintă un cromozom mitotic tipic în stadiul de metafază al mitozei (stadiile mitozei sunt prezentate în Fig ) Cele două molecule de ADN fiice produse în timpul replicării ADN-ului în timpul interfazei ciclului de diviziune celulară se pliază individual pentru a forma doi cromozomi surori, sau cromatide surori, ținute împreună cu un cromozom prin centromer (vezi și Figura ) Astfel de cromozomi II sunt de obicei acoperiți cu diverse molecule, inclusiv un număr mare de complexe ARN-proteină După îndepărtarea acestui capac, microfotografiile electronice arată că fiecare cromatidă este organizată în bucle de cromatină care se extind din cadrul central (Fig ') Experiment - Centromer folosind hibridizarea ADN-ului pentru a detecta secvenţe specifice de ADN arată că Orez , Un cromozom mitotic tipic în metafază Fiecare dintre cromatidele surori conține una dintre cele două molecule identice de ADN fiice create mai devreme în ciclul celular prin replicarea ADN-ului (vezi și Figura ) cromatidă Partea Mecanisme genetice de bază , µm Orez , Imagine cu microscopie electronică de scanare a regiunii din apropierea unui capăt al unui cromozom mitotic tipic Se crede că fiecare proeminență nodulară reprezintă vârful unui domeniu de buclă separat Rețineți că imaginea arată clar două cromatide perechi identice (reprezentate în Figura ) (Adaptat după M P Marsden și U K Laemmli, Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) o scurtă secțiune a dublei helix ADN ^ nm cromatina sub formă de "mărgele pe fir" nm eu fibrilă de cromatină de nm din nucleozomi impachetati nm porțiune extinsă a unui cromozom regiune condensată a unui cromozom nm i întregul cromozom mitotic nm i nm REZULTAT: FIECARE MOLECULĂ DE ADN ESTE AMBALATĂ ÎN FORMA UNUI CROMOZOM MITOTIC ȘI DEVINE DE DE ORI SCURT DECÂT STAREA SA EXTINSĂ Orez , Ambalare cu cromatina Acest model arată unele dintre numeroasele niveluri ipotetice de ambalare a cromatinei care sunt responsabile pentru formarea cromaticilor mitotice dens mozomi Structura globală a cromozomilor ordinea caracteristicilor structurale vizibile de-a lungul lungimii cromozomului mitotic reflectă cel puțin aproximativ ordinea genelor de pe molecula de ADN Astfel, condensarea cromozomului mitotic poate fi considerată ca fiind nivelul final în ierarhia de împachetare a cromozomilor (Fig ) Compactarea cromozomilor în timpul mitozei este un proces extrem de organizat și dinamic, care servește cel puțin două scopuri importante În primul rând, când condensarea este completă (în metafază), cromatidele surori "se desfac" și stau doar acolo Astfel, cromatidele surori se pot separa cu ușurință atunci când aparatul mitotic începe să le despartă În al doilea rând, compactitatea cromozomilor împiedică moleculele de ADN relativ fragile să se rupă atunci când sunt întinse peste celulele fiice care se separă Condensarea cromozomilor de interfază în cromozomi mitotici începe în faza M timpurie și este cel mai strâns asociată cu cursul ciclului celular, care va fi discutat în detaliu în Capitolul În timpul fazei M, expresia genei se oprește și modificările specifice sunt realizate peste histone care favorizează reorganizarea cromatinei în timpul sigilării acesteia Compactarea cromatinei implică o clasă de proteine numite condensine, care utilizează energia hidrolizei ATP pentru a efectua spiralizarea ambelor molecule de ADN ale cromozomului de interfază și formarea unei perechi de cromatide ale cromozomului mitotic Condensinele sunt complexe mari de proteine construite din dimeri proteici SMC: acești dimeri se formează atunci când doi monomeri proteici rigidi, alungiți, sunt conectați prin "cozile" lor și formează o balama, lăsând două domenii globulare "cap" la celălalt capăt - ei leagă ADN-ul și hidrolizează APR (Fig ) Atunci când sunt adăugate la ADN-ul purificat, condensinele pot forma bucle mari drepte în moleculele de ADN într-o reacție care necesită ATP Deși nu se știe încă cum acționează asupra cromatinei, modelul de bobinare prezentat în Fig , c, se bazează pe faptul că condensinele sunt principala componentă structurală, care ajunge în cele din urmă în miezul cromozomilor metafazici; în același timp, o moleculă de condensină este aproximativ pentru fiecare de nucleotide de ADN (Fig ) Când condensinele sunt îndepărtate experimental din celulă, densificarea cromozomilor are loc în continuare, dar procesul în sine nu merge corect Concluzie Cromozomii, de regulă, sunt decomprimați în timpul interfazei, astfel încât caracteristicile structurii lor sunt dificil de vizualizat Excepții notabile sunt cromozomii specializați cu perie de lampă din ovocitele de vertebrate și cromozomii politenilor din celulele gigantice secretoare de insecte Studiile acestor două tipuri de cromozomi de interfază sugerează că fiecare moleculă lungă de ADN dintr-un cromozom este împărțită într-un număr mare de domenii distincte organizate ca bucle de cromatină, fiecare buclă constând probabil dintr-o fibrilă de cromatină de nm care se compactează cu plierea ulterioară Când genele conținute în buclă sunt exprimate, bucla se desfășoară și se contractă, permițând mașinilor intracelulare să ajungă la ADN Cromozomii de interfaza ocupă teritorii discrete în nucleul celulei; adică nu sunt în mod deosebit împletite între ele Majoritatea interfazei Partea Mecanisme genetice de bază balama nm smc superbobina cu lanțuri anti-paralele b) -Smc domeniu cap - (ATP-binding) i nm V) Orez , Proteinele SMC în condensine a) Micrografii electronice ale dimerului SMC purificat b) Structura dimerului SMC Regiunea centrală lungă a acestei proteine este reprezentată de o supercoilă formată din două bispirale antiparalele (vezi Fig ) cu o balama mobilă în mijloc c) Un model al mecanismului pe care proteinele SMC din condensine îl pot folosi pentru a compacta cromatina De fapt, proteinele SMC sunt componente ale unui complex de condensină mult mai mare S-a sugerat că în celulă, condensinele "înfilează" fire lungi de domenii cromatinei în buclă (vezi Fig ) Astfel, condensinele ar putea forma o schelă care menține ADN-ul într-o stare extrem de organizată în timpul metafazei ciclului celular (Imagine prin amabilitatea lui G P Erickson; imagini reeditate din T Hirano, Nat Rev Mol Cell Biol : - ) , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) cromozomii formează eucromatina și, atunci când nu sunt transcrise, există probabil ca o fibrilă de nm bine înfăşurată Cu toate acestea, eucromatina este întreruptă de regiunile heterocromatinei, unde fibrilele de nm sunt supuse unei ambalări suplimentare, ceea ce le face de obicei rezistente la expresia genelor Heterocromatina există sub mai multe forme, iar unele dintre ele sunt aranjate în blocuri mari în și în jurul centromerilor, precum și în apropierea telomerilor Dar heterocromatina este prezentă și în multe alte poziții ale cromozomilor, unde poate îndeplini sarcina de reglare a genelor importante pentru dezvoltarea organismului Mediul intern al nucleului este extrem de dinamic, cu heterocromatina, adesea situată în apropierea anvelopei nucleare și buclele de cromatină, "ieșind" din teritoriul de pe cromozom atunci când genele sunt foarte exprimate Aceasta reflectă existența compartimentelor nucleare în care diferite seturi de reacții biochimice sunt facilitate de o concentrație crescută a proteinelor și moleculelor de ARN corespunzătoare Componentele implicate în formarea unui compartiment sunt capabile de auto-asamblare în separat Căile de evoluție a genomului Orez , Localizarea condensinei în cromozomii mitotici comprimați, a) Imaginea microscopică cu fluorescență a unui cromozom uman în timpul mitozei, colorată cu un anticorp care dezvăluie localizarea condensinei În cromozomii care sunt atât de puternic compactați, condensina pare să fie concentrată în structuri punctiforme situate pe axa cromozomului Experimente similare au arătat că ADN-topoizomeraza II, o enzimă care face tăieturi reversibile dublu-catenar în ADN, ocupă o locație similară, permițând unei duble helix ADN să treacă prin alta (vezi Figura ) b) Microscopia electronică Immunogold arată locația condensinei (punctele negre) Aici cromatida este observată într-o secțiune transversală, adică axa cromozomului este perpendiculară pe planul hârtiei (Imagine a adaptat după K Maeshima și U K Laemmli, Dev Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsever Imaginea b prin amabilitatea U K Laemmli, publicat în K Maeshima, M Eltsovand U K Laemmli, Chromosoma : - , Prin amabilitatea lui Springer ) organele precum nucleoli sau corpi Cajal; ele pot fi, de asemenea, atașate la structuri staționare, cum ar fi învelișul nuclear În timpul mitozei, expresia genei este suspendată și toți cromozomii își asumă o conformație foarte condensată într-un proces care începe în faza M timpurie și asigură că cele două molecule de ADN ale fiecărui cromozom replicat sunt împachetate în două cromatide pliate separat Acest proces este însoțit de modificări ale histonelor care facilitează ambalarea cromatinei Cu toate acestea, un rezultat satisfăcător al acestui proces ordonat, care reduce dimensiunile liniare ale tuturor moleculelor de ADN în comparație cu lungimea formelor lor de interfaze de încă de zece ori este posibilă numai în prezența proteinelor condensină În acest capitol, am analizat structura genelor și modul în care acestea sunt împachetate și aranjate pe cromozomi În această secțiune de încheiere, oferim o scurtă prezentare generală a unora dintre modurile în care genele și genomurile au evoluat de-a lungul timpului pentru a da naștere unei varietăți bogate de forme de viață moderne de pe planeta noastră Secvențierea genomului a revoluționat înțelegerea noastră a procesului de evoluție moleculară, dezvăluind o bogăție surprinzătoare de informații despre legăturile familiale specifice dintre organisme, precum și elucidând mecanismele evolutive dintr-o perspectivă mai largă Poate că nu este surprinzător faptul că gene cu funcții similare pot fi găsite într-o mare varietate de viețuitoare Dar cea mai mare revelație din ultimii de ani a fost descoperirea că secvențele reale de nucleotide ale multor gene sunt conservate destul de bine de-a lungul timpului, astfel încât genele omoloage - adică gene care sunt similare atât în ceea ce privește nucleul lor Partea Mecanisme genetice de bază secvența tipică și în ceea ce privește funcția lor, în virtutea descendenței lor dintr-un strămoș comun, pot fi adesea identificate în ciuda distanțelor filogenetice mari De exemplu, omologi fără îndoială ai multor gene umane se găsesc cu ușurință în organisme precum viermele nematod, musca fructelor, drojdia și chiar bacteriile În multe cazuri , asemănarea este atât de apropiată încât partea care codifică proteine a genei drojdiei poate fi înlocuită cu omologul său uman, cu mai mult de un miliard de ani de evoluție care ne separă de drojdie După cum sa subliniat în capitolul , recunoașterea similarității secvenței a devenit un instrument major pentru stabilirea funcției genelor și proteinelor Și, deși potrivirea secvenței nu garantează similaritatea funcțiilor lor, se dovedește a fi o cheie excelentă pentru stabilirea funcțiilor Astfel, funcția acelor gene umane pentru care nu sunt disponibile informații biochimice sau genetice poate fi adesea prezisă prin simpla comparare a secvențelor lor de nucleotide cu cele ale genelor corespunzătoare din alte organisme În general, secvențele de gene sunt mai conservate decât structura genomului în ansamblu După cum am văzut mai devreme, alte caracteristici ale organizării genomului, cum ar fi dimensiunea genomului, numărul de cromozomi, ordinea genelor de-a lungul lungimii cromozomilor, abundența și dimensiunea intronilor și numărul de repetări ADN-ului, s-au dovedit a fi foarte diferite în diferite organisme, precum și numărul de gene disponibile pentru indivizii unei specii sau alteia Numărul de gene se corelează doar foarte slab cu complexitatea fenotipică a unui organism (vezi Tabelul ) O mare parte din creșterea numărului de gene observată cu o complexitate biologică crescândă se datorează expansiunii familiilor de gene strâns înrudite, o observație care pune duplicarea și divergența genelor în locul proceselor evolutive majore Într-adevăr, este foarte probabil ca toate genele care există acum să fie descendenți - prin procese de duplicare, divergență și redistribuire a segmentelor de gene - a mai multor gene ancestrale care au fost prezente în primele forme de viață Modificările genomului sunt cauzate de defecțiuni ale mecanismelor normale de copiere și menținere a ADN-ului Celulele din linia germinativă nu au mecanisme specializate pentru a face modificări în structura genomului lor: în schimb, evoluția depinde de accidente și erori, însoțite de supraviețuirea condiționată a organismelor Majoritatea modificărilor genetice care apar sunt pur și simplu rezultatul eșecurilor mecanismelor normale prin care genomurile sunt copiate sau reparate atunci când sunt deteriorate, deși mișcarea elementelor mobile ADN joacă, de asemenea, un rol semnificativ în această chestiune După cum vom discuta în capitolul , mecanismele care mențin secvențele ADN sunt remarcabil de precise, dar nu sunt perfecte De exemplu, datorită aranjamentelor complexe ale mecanismelor de replicare a ADN-ului și sistemelor de reparare a ADN-ului, celulele pot transmite secvențe de ADN cu o precizie incredibilă și, într-o singură linie, doar aproximativ una din o mie de perechi de baze ale liniei germinale se schimbă aleatoriu la fiecare milion de ani Chiar și așa, într-o populație de de indivizi diploizi, fiecare posibilă schimbare de nucleotidă ar fi "încercată" de aproximativ de ori pe parcursul unui milion de ani, o perioadă scurtă de timp la scara evolutivă a speciilor Căile de evoluție a genomului Erorile în replicarea ADN-ului, recombinarea ADN-ului sau repararea ADN-ului pot duce fie la modificări simple ale secvenței ADN, cum ar fi schimbarea unei perechi de baze cu alta, fie la rearanjamente la scară largă ale genomului, cum ar fi deleții, dublări, inversiuni și translocări de ADN de la un cromozom la altul Pe lângă aceste tipuri de disfuncționalități ale mașinilor genetice, diverse elemente ale ADN-ului mobil, care vor fi descrise în Capitolul (vezi Tabelul , p ), reprezintă o sursă importantă de modificare a genelor Astfel de elemente ADN transpozabile (transpozoni) sunt secvențe de ADN ale paraziților care au populat genomi și se pot răspândi în interiorul lor În acest proces, ele perturbă adesea funcția sau modifică reglarea genelor existente Ocazional, ei pot chiar crea în mod colectiv noi gene prin fuziunea dintre secvențele de transpozon și segmentele genelor existente Pe perioade lungi de timp, evoluția transpozonilor a afectat profund structura genomului De fapt, aproape jumătate din ADN-ul din genomul uman are o asemănare recunoscută cu secvențele transpozonice cunoscute, ceea ce sugerează că aceste secvențe sunt urme ale evenimentelor de transpoziție din trecut (vezi Figura ) care a avut loc cu atâta timp în urmă (> ІО ani) încât nu mai poate fi urmărită legătura acestor secvențe cu transpozonii Secvențele genomului a două specii de organisme diferă proporțional cu durata de timp în care au evoluat independent unele de altele Diferențele dintre genomul speciilor care trăiesc astăzi s-au acumulat de-a lungul a peste miliarde de ani Fără o înregistrare exactă a schimbărilor de-a lungul timpului, putem totuși reconstrui procesul evolutiv al genomilor pe baza unor comparații detaliate ale genomurilor organismelor moderne Instrumentul principal al genomicii comparative este arborele filogenetic Un exemplu simplu este un copac care descrie divergența unei persoane și a unei imagini umane Orez , Un arbore filogenetic care arată relația dintre oameni și marile maimuțe pe baza comparațiilor de secvență de nucleotide După cum sa menționat, se estimează că secvențele genomului tuturor celor patru specii diferă de secvențele genomului ultimului lor strămoș comun cu puțin mai mult de , % Deoarece schimbările apar independent în ambele linii divergente, comparațiile pe perechi arată de două ori mai multă divergență de secvență față de ultimul strămoș comun De exemplu, o comparație om-urangutan oferă de obicei o discrepanță de secvență de puțin peste %, în timp ce o comparație om-cimpanzeu arată o discrepanță de aproximativ , % (Revizuit din F C Chen și W H Li Am J Nit Genet : - , Prin amabilitatea University of Chicago Press ) >x ') ' b) ' dar- ' ' "deget mare" / deoxinucleozid trifosfat de intrare "palmier" lanț de semințe lanț de matrice ' INCLUSIV O NUCLEOTIDĂ ÎN LANȚ CU TRANSLOCARE ADN-ULUI ULTERIOAR ' INSTALAREA TRIFOSFATULUI DE DEOXINUCLEOZID INTRAS ÎN POZIȚIA NECESARĂ Orez Sinteza ADN-ului catalizat de ADN polimeraza a) După cum se arată în figură, ADN polimeraza catalizează adăugarea treptată a dezoxiribonucleotidelor la capătul '-OH al lanțului de polinucleotide, așa-numita lanț de semințe, care este asociată cu cea de-a doua, șablon, lanț Prin urmare, catena de ADN nou sintetizată polimerizează în direcția '-> ', așa cum se arată în figura anterioară Deoarece fiecare deoxiribonucleozid trifosfat de intrare trebuie să se împerecheze cu o catenă matriță pentru a fi recunoscută de ADN polimerază, această catenă determină care dintre cele patru dezoxiribonucleotide posibile (A, C, G sau T) va fi atașată Reacția se desfășoară datorită unei schimbări favorabile semnificative a energiei libere, care se datorează eliberării de pirofosfat urmată de hidroliză la două molecule de fosfat anorganic ) Forma moleculei de ADN polimerază, determinată prin analiza de difracție cu raze X Aproximativ vorbind, ADN-polimerazele seamănă cu mâna dreaptă, în care palma, degetele și degetul mare "captează" ADN-ul și formează un loc (site) activ În secvența descrisă, poziționarea corectă a trifosfatului deoxinucleozid care a ajuns la locul de acțiune induce degetele polimerazei să se închidă, ceea ce inițiază reacția de adiție a nucleotidelor Disocierea pirofosfatului face ca degetele să se deschidă și să miște (translocă) ADN-ul cu o nucleotidă, astfel încât locul activ al polimerazei este gata să accepte următorul deoxinucleozid trifosfat Inițial, cel mai simplu mecanism pentru replicarea ADN-ului a fost gândit ca acumularea continuă a ambelor catene noi, nucleotidă cu nucleotidă, în furculița de replicare, pe măsură ce se mișcă de la un capăt la altul al moleculei de ADN Dar datorită orientării antiparalele a celor două catene de ADN din dubla helix (vezi Fig ), cu un astfel de mecanism, o catenă copil ar trebui să polimerizeze în direcția ' ', iar a doua în direcția ' direcția ' Pentru o astfel de furcă de replicare ar necesita două tipuri diferite de enzime ADN polimerază Cu toate acestea, toate numeroasele ADN polimeraze care au fost descoperite până în prezent se pot sintetiza doar în direcția ' ' Atunci, cum se extinde lanțul ADN în direcția ' '? dormi Primul răspuns a fost propus pe baza rezultatelor unui experiment efectuat la sfârșitul anilor Cercetătorii au adăugat H-timidină radioactivă bacteriilor care se divid timp de câteva secunde, astfel încât eticheta radioactivă să ajungă doar la ADN-ul care s-a replicat cel mai recent, adică imediat după replicare Numele original este handheld - Aprox pe Mecanisme de replicare a ADN-ului Orez Natura semi-conservativă a replicării ADN-ului Într-un ciclu de replicare, fiecare dintre cele două catene de ADN este utilizată ca matriță pentru formarea catenei sale complementare de ADN Prin urmare, lanțurile originale rămân neschimbate pentru multe generații de celule furculiţă Acest experiment a identificat fragmente scurte, temporale de ADN, cu o lungime de - de nucleotide, acum cunoscute sub numele de fragmente Okazaki, într-o furcă de replicare în creștere (Mai târziu, au fost descoperiți intermediari de replicare similari iar la eucariote, unde au doar - de nucleotide lungime ) S-a demonstrat că fragmentele Okazaki polimerizează numai în direcția catenei ' -> ' și se unesc între ele după sinteza lor pentru a forma catene lungi de ADN Furca de replicare are deci o structură asimetrică ( ) fir de copil REPLICAREA REPLICAREA ADN care este sintetizat continuu este cunoscut ca lanț de conducere (conducător), sau de conducere Sinteza ei este puțin înainte sinteza unei catene fiice, care este sintetizată intermitent și este cunoscută sub denumirea de catenă întârziată În lanțul întârziat, polimerizarea nucleotidelor are loc în direcția opusă extinderii generale a lanțului de ADN Sinteza acestei catene printr-un mecanism discontinuu de "cusătură inversă" înseamnă că numai ADN polimeraza de tip ' -> ' este necesară pentru replicarea ADN-ului După cum am spus mai sus, acuratețea copierii ADN-ului în timpul replicării este de așa natură încât pentru fiecare nucleotidă copiată І , nu apare mai mult de eroare Astfel de acuratețea este mult mai mare decât ne-am aștepta de la acuratețea împerecherii de baze complementare Perechile de baze complementare standard (vezi Figura ) nu sunt singurele posibile Orez Două furci de replicare care se mișcă în direcții opuse pe un cromozom circular Locul activ al replicării ADN-ului se deplasează secvenţial de-a lungul moleculei de ADN replicat, creând o structură de ADN în formă de Y cunoscută sub numele de furcă de replicare: cele două braţe ale fiecărei structuri în formă de Y sunt două molecule de ADN fiice iar "piciorul" structurii în formă de Y este helixul ADN-ului părinte În această diagramă, firele părinte sunt portocalii; filamentele nou sintetizate sunt roșii (Îi mulțumim lui Jerome Vinograd pentru că a furnizat microfotografia ) Partea Mecanisme genetice de bază ' Unitatea de lanț lanțuri de ADN, X lant lagging cu fragmente de Okazaki / sintetizat o/ ultimele ' ' b ^ ' ' ' ' Orez Structura furcii de replicare a ADN-ului Deoarece ambele catene ale ADN-ului fiice polimerizează în direcția '-> ', ADN-ul sintetizat pe catena întârziată trebuie inițial sintetizat ca o serie de molecule scurte de ADN numite fragmente Okazaki Fragmentele de Okazaki sunt sintetizate secvenţial pe firul rămas, iar cu cât sunt mai aproape de furcă, cu atât "mai noi" De exemplu, cu mici modificări ale geometriei helixului, se pot forma două legături de hidrogen între G și T în ADN În plus, formele tautomerice rare de patru baze ADN apar pentru o perioadă scurtă de timp în raport cu per IO sau IO Astfel de forme se împerechează în mod eronat fără a perturba geometria helixului: de exemplu, forma tautomeră rară C se împerechează nu cu G, ci cu A Dacă ADN polimeraza nu a luat nicio acțiune specială atunci când apare o nepotrivire între trifosfatul dezoxiribonucleozid care sosește și șablonul ADN, atunci nucleotida greșită ar fi adesea inclusă în noua catenă de ADN, ceea ce ar duce la mutații frecvente Cu toate acestea, fidelitatea înaltă a replicării ADN-ului depinde nu numai de împerecherea inițială a bazelor, ci și de câteva mecanisme "corective" care lucrează secvenţial pentru a corecta nepotrivirile care apar periodic în noua generație de ADN Prima etapă de corecție este efectuată de ADN polimeraza chiar înainte ca o nouă nucleotidă să fie adăugată la lanțul în creștere Cunoștințele noastre despre acest mecanism provin din studiile mai multor ADN polimeraze diferite, inclusiv una produsă de virusul bacterian T care se reproduce în E coli Nucleotida corectă are o afinitate mai mare pentru polimeraza în mișcare decât cea greșită, deoarece împerecherea corectă este mai favorabilă din punct de vedere energetic Mai mult, după legarea unei nucleotide, dar înainte ca nucleotida să fie atașată covalent de lanțul în creștere, enzima trebuie să sufere o schimbare conformațională care face ca "degetele" să se strângă în jurul situsului activ (vezi Figura ) Deoarece această schimbare are loc mai ușor cu corectă decât cu nepotrivire, acest lucru permite polimerazei să "verifice dublu" geometria exactă a perechii de baze înainte de a decide să catalizeze adăugarea unei nucleotide la catena Următoarea reacție de corectare a erorilor, cunoscută sub numele de corectare exonucleolitică, are loc imediat după acele rare ocazii în care nucleotida greșită se atașează covalent de lanțul în creștere Enzimele ADN polimerază sunt extrem de pretențioase în ceea ce privește tipurile de catene de ADN pe care le extind: ele necesită categoric un capăt '-OH preformat, pereche de șablon al catenei de semințe sau un primer (catenă de amorsare; vezi Figura ) Acele molecule de ADN care poartă o nucleotidă necomplementară (nepotrivită) la capătul '-OH-terminal al catenei de semințe nu Mecanisme de replicare a ADN-ului eficient ca șablon deoarece polimeraza nu poate continua un astfel de fir Moleculele de ADN polimerază corectează o astfel de catenă de semințe eronată cu un situs catalitic specific (sau într-o subunitate specifică) sau într-un domeniu special al moleculei de polimerază, în funcţie de polimerază) Această exonuclează corectivă Y -> Y îndepărtează orice nepotrivire la sfârșitul primerului, continuând până când toate nucleotidele deplasate greșit au fost îndepărtate și capătul '-OH-terminal a fost restaurat cu o bază complementară capabilă să servească drept primer pentru sinteza ADN Astfel, ADN polimeraza funcționează ca o enzimă "autocorectoare" care își corectează propriile erori de polimerizare pe măsură ce se deplasează prin ADN ( și ) Proprietățile de auto-corecție ale ADN polimerazei depind complet de prezența unui capăt de primer care este în mod ideal împerecheat cu baza și este destul de evident că o astfel de enzimă nu poate începe sinteza de novo În schimb, enzimele ARN polimerază implicate în transcripție sămânță O* El ' t t A '- lanț de matrice A A A El S Ots forma rară tautomeră C (C*) se împerechează uneori cu A și, prin urmare, este încorporată în lanțul de semințe de către ADN polimeraza EL Cu Tranziția tautomerică rapidă a C* la citozina normală (C) perturbă împerecherea acestuia cu A DESPRE* capătul '-OH nepereche al lanțului de semințe împiedică alungirea ulterioară a acestuia sub acțiunea ADN polimerazei G El Orez Corecția exonucleolitică efectuată de ADN polimerază în timpul replicării ADN-ului În acest exemplu, discrepanța a apărut din cauza includerii unei forme rare tautomere instabile C, indicată printr-un asterisc Dar același mecanism de corecție este capabil să corecteze orice inserție eronată la capătul '-OH-terminal în creștere Porțiunea de ADN polimerază care îndepărtează nucleotida greșită este o enzimă specializată aparținând unei clase mari de enzime cunoscute sub numele de exonucleaze care scindează nucleotidele de la un capăt al lanțului polinucleotidic Cu El-" folosind activitatea sa inerentă ( '-> ')-exonuclează, ADN polimeraza taie o parte din lanţul de seminţe, astfel încât capătul '-OH-terminal să conţină o nucleotidă cu o bază complementară EL T ADN polimeraza continuă să adauge nucleotide la capătul pereche '-OH al lanțului de semințe Partea Mecanisme genetice de bază sămânță lanț de matrice EDITARE POLIMERIZARE Orez Editarea (editarea) replicării prin ADN polimerază Schema generală a structurii ADN polimerazei în complex cu șablon ADN: în modul de polimerizare (stânga) și în modul de editare sau corectare (dreapta) Locurile catalitice pentru reacția exonucleolitică (E) și reacția de polimerizare (P) sunt marcate În modul de editare, ADN-ul nou sintetizat se îndepărtează de șablon pentru o perioadă scurtă de timp, iar polimeraza suferă o schimbare conformațională, în urma căreia locul catalitic corector ocupă o poziție diferită, unde ultima dintre nucleotidele atașate este îndepărtată genele nu au nevoie de un mecanism corectiv exonucleolitic atât de eficient: erorile care apar la producerea ARN nu sunt transmise generației următoare, iar o moleculă de ARN defectă aleatorie care este produsă nu are nicio consecință pe termen lung Prin urmare, ARN polimerazele sunt capabile să înceapă sinteza de noi lanțuri de polinucleotide fără primer Atât în procesul de sinteză a ARN, cât și în procesul independent de traducere a secvențelor de ARNm în secvențe de proteine, rata de eroare este de aproximativ o eroare pentru fiecare eveniment de polimerizare IO Această rată de eroare este de de ori mai mare decât în replicarea ADN-ului, caz în care o serie de procese corective asigură o acuratețe extraordinară a muncii ( ) Tabelul Trei pași pentru sinteza ADN-ului de înaltă fidelitate STAGE REPLICA III RATA DE EROARE Polimerizare în direcţia ' -> ' pe IO Corecția exonucleolitică în direcția ' -+ ' pe IO Corectarea erorii de împerechere din ghidată cu lanț *togo NBYASHINVVI Notă: Al treilea pas este remedierea direcționată în lanț mai târziu în acest capitol erori de asociere - descrise Motivul pentru care replicarea ADN-ului are loc exclusiv în direcția ' -> ' se datorează probabil nevoii de a obține un "produs de calitate" la ieșire Dacă ar exista o ADN polimerază care ar atașa trifosfații dezoxiribonucleozidici în direcția '-> ' apoi activați Mecanisme de replicare a ADN-ului trifosfatul necesar pentru formarea unei legături covalente ar asigura capătul ' extins al lanțului, mai degrabă decât mononucleotida adăugată Într-un astfel de caz, erorile de polimerizare pur și simplu nu ar putea fi corectate prin hidroliză, deoarece capătul ' gol al lanțului astfel creat ar finaliza imediat sinteza ADN-ului ( ) Așa că remediați lanț de semințe teren nepotrivit ' R ' R p p r r r p p CREȘTEREA LANȚULUI HIPOTETIC ÎN DIRECȚIA '-> ' CREȘTERE ACTUALĂ A LANȚULUI ÎN DIRECȚIE CORECŢIE daca cu corectie ' va fi șters r nucleotidă, atunci se obține capătul ' ' dacă nucleotida este îndepărtată în timpul corecției, atunci se obține capătul ' trifosfat dezoxiribonucleotid corect de intrare ' R R R R primit corect deoxiribonucleotid trifosfat R R REACȚIA NU CONTINUĂ CA NU EXISTĂ NU EXISTĂ DIVISIUNEA COMUNICĂRII MACROERGICĂ Scindarea legăturii macroergice oferă energie pentru polimerizare Orez Explicarea faptului extinderii lanțului ADN în direcția * -> * Creștere în direcția * ', prezentată în dreapta permite lanțului să continue să crească după ce eroarea de polimerizare este eliminată prin corecție exonucleolitică (vezi Figura ) În schimb, o corecție exonucleolitică într-o schemă de polimerizare ipotetică în direcția ' ', plasată în stânga, ar bloca alungirea în continuare a lanțului Pentru comoditate, este afișată numai catena de semințe a dublei helix ADN Partea Mecanisme genetice de bază posibil numai dacă a fost atașat la capătul ' al lanțului ADN Deși mecanismul de cusătură inversă al replicării ADN-ului (vezi Figura ) pare a fi complex, el păstrează direcția ' -> ' de polimerizare care este o condiţie indispensabilă pentru corectarea exonucleolitică În ciuda acestor măsuri de securitate împotriva erorilor de replicare a ADN-ului, polimerazele ADN uneori mai fac greșeli Cu toate acestea, după cum vom vedea mai târziu, celulele au o altă șansă de a corecta aceste erori printr-un proces numit reparare a nepotrivirii direcționate a firelor sau reparare a nepotrivirii Cu toate acestea, înainte de a discuta acest mecanism, vom descrie alte tipuri de proteine care "servesc" în furca de replicare Pentru sinteza catenei principale, este nevoie de un primer special doar la începutul replicării: de îndată ce furculița de replicare își afirmă existența, ADN polimeraza este furnizată în mod continuu cu un capăt al lanțului pereche de baze și adaugă o nouă nucleotidă la acest capăt Cu toate acestea, pe firul de furcă întârziată, de fiecare dată când ADN polimeraza completează o scurtă întindere a fragmentului de ADN Okazaki (care durează câteva secunde), trebuie să înceapă sintetizarea unui fragment complet nou într-un loc mai jos de catena șablon (vezi Fig Fig ) Primerul asociat cu catena principală, care este necesară pentru funcționarea ADN polimerazei, se formează printr-un mecanism special Acest mecanism implică o enzimă numită ADN primază, care folosește ribonucleozide trifosfați pentru a sintetiza primeri scurti de ARN pe catena întârziată ( ) La eucariote, astfel de primeri sunt aproximativ nucleotide și sunt asamblate pe un fir întârziat la intervale de - de nucleotide de cleotide Structura chimică a ARN-ului a fost prezentată cititorului în Capitolul și va fi descrisă în detaliu în Capitolul Aici vom observa doar că ARN-ul este foarte asemănător ca structură cu ADN-ul O catenă de ARN se poate împerechea cu o catenă de ADN și astfel să formeze o dublă helix hibrid ADN-ARN, dacă aceste două secvențe de nucleotide sunt complementare una cu cealaltă Asa de Orez Sinteza primerului ARN Diagrama schematică a unei reacții catalizate de primaza ADN, o enzimă care sintetizează primeri scurti de ARN pe o catenă întârziată folosind ADN ca șablon Spre deosebire de ADN polimeraza, această enzimă poate începe sinteza unui nou lanț de polinucleotide prin conectarea a două nucleozide trifosfați Primaza sintetizează o polinucleotidă scurtă în direcția '-> ' și apoi se oprește, furnizând capătul ' al acestui primer la dispoziția ADN polimerazei ' ' ' C'n°- f primer ARN primaza ADN 'PICIOARE,!!!și!! !! și ' ' ' Mecanisme de replicare a ADN-ului Orez Sinteza unuia dintre numeroasele fragmente de ADN de pe o catenă întârziată În celulele eucariote, primerii ARN sunt sintetizați pe o catenă întârziată distanțată la aproximativ de nucleotide, iar fiecare primer ARN are o lungime de aproximativ nucleotide Un astfel de primer este curățat de o enzimă specială de reparare a ADN-ului (RNaza H), care recunoaște catena de ARN din helixul ARN-ADN și o fragmentează, după care rămân goluri, care sunt umplute cu ajutorul ADN polimerazei și ADN ligazei ' ' sinteza unui nou primer ARN catalizat de primaza ADN ' ' ' ADN polimeraza adaugă nucleotide la un nou primer ARN, pornind astfel sinteza unui nou fragment Okazaki ' ' ' ' ' ' * ADN polimeraza completează sinteza unui fragment de ADN Astfel, sinteza primerilor ARN urmează același principiu șablon (șablon) care este utilizat pentru sinteza ADN-ului Deoarece ARN-ul primerului conține o nucleotidă complementară împerecheată corespunzător cu o grupare ' OH la un capăt, acesta poate fi trecut prin ADN polimeraza de la acel capăt și, prin urmare, poate da naștere fragmentului Okazaki Sinteza fiecărui fragment Okazaki este finalizată atunci când ADN polimeraza lovește primerul ARN situat la capătul ' al fragmentului anterior Pentru a asambla un lanț de ADN continuu din numeroase fragmente de ADN sintetizate pe o catenă întârziată, un sistem special de reparare a ADN-ului vine rapid în ajutor - curăță vechiul primer ARN și îl înlocuiește cu o secvență de ADN După aceea, o enzimă numită ADN ligază reunește capătul ' al noului fragment de ADN cu capătul ' al celui anterior și completează întregul proces ( și ) cu acest act De ce ar fi preferat un primer ARN de scurtă durată față de un primer ADN care nu ar trebui îndepărtat? Faptul acesta, ' ' ' ' ' ' ' ' vechiul primer ARN este îndepărtat; înlocuit cu ADN ' ' ADN ligaza unește golul: un nou fragment Okazaki se alătură șuviței în creștere ' ' R R R Z'ON Etapa Etapa ' utilizare Orez Reacție catalizată de ADN ligază Această enzimă "reticulă" ruptura legăturii fosfodiester După cum se arată în diagramă, ADN-ligaza folosește molecula ATR pentru a activa capătul S la rupere (pasul ) înainte de a forma o nouă legătură (pasul ) Din acest motiv, reacția de "reticulare" nefavorabilă energetic a ruperii este realizat prin cuplare cu procesul energetic favorabil al hidrolizei ATP TU AI SPUS eliberare Partea Mecanisme genetice de bază faptul că o polimerază cu auto-corecție nu poate începe sinteza de novo a catenei implică, de asemenea, că o enzimă care repornește catenele nu poate fi eficientă în auto-corectare Astfel, orice enzimă care inițiază sinteza fragmentelor Okazaki va face inevitabil o copie relativ inexactă (cel puțin eroare per nucleotide IO ) Chiar dacă astfel de copii rămase în produsul final nu ar fi mai mult de % din întregul genom (de exemplu, nucleotide per de fragmente de ADN de nucleotide), creșterea rezultată a ratei globale de mutație ar fi enormă Prin urmare, pare foarte probabil ca utilizarea ARN-ului mai degrabă decât ADN-ului ca primer oferă celulei un avantaj extraordinar: ribonucleotidele din primer sunt marcate automat ca "copii suspecte", astfel încât să poată fi îndepărtate și înlocuite în mod eficient ' ' ADN helicaza se atașează de ADN * L-ATr ^adp + p Pentru ca sinteza ADN-ului să se desfășoare fără probleme, spirala dublă a ADN-ului din fața furcii de replicare trebuie să fie destorsăuită, astfel încât trifosfații dezoxiribonucleozidici să poată forma perechi de baze cu catena matricei Cu toate acestea, spirala dublă ADN este foarte stabilă în condiții fiziologice; perechile de baze sunt atât de ferm fixate pe loc încât sunt necesare temperaturi apropiate de punctul de fierbere al apei pentru a separa cele două fire complementare în condiții in vitro Prin urmare, pentru ca dublu helix să se deschidă și ca ADN-ul monocatenar să devină disponibil pentru copiere de către ADN polimerază, sunt necesare proteine speciale Sunt de două tipuri: ADN helicaze și proteine care leagă ADN-ul monocatenar ADN helicazele au fost mai întâi izolate ca proteine care hidrolizează ATP la legarea la ADN-ul monocatenar După cum sa discutat în capitolul , hidroliza ATP poate trece prin forma unei molecule de proteină, permițând proteinei să efectueze lucru mecanic Helicazele ADN folosesc acest principiu pentru a se deplasa rapid pe o singură catenă de ADN Lovindu-ne în zona doi APRILIE ^ADP + Pj helix, ei continuă să se miște de-a lungul lanțului lor și astfel au înțepat helix cu o viteză de până la de perechi de baze pe secundă ( și ) Orez Experiență de testare a activității enzimatice a helicazelor ADN O bucată scurtă de ADN este recoaptă la o catenă lungă de ADN pentru a forma o zonă mică a dublei helix ADN Helixul dublu se topește pe măsură ce elicaza se mișcă în jos pe catena simplă a ADN-ului, eliberând bucata scurtă de ADN într-o reacție care necesită atât proteina helicază, cât și APR Mișcarea rapidă spasmodică a helicazei este asigurată de hidroliza moleculelor de ATP asociate acesteia (vezi Fig ) Multe helicaze ADN sunt compuse din șase subunități, așa cum se arată în diagramă Mecanisme de replicare a ADN-ului A) Orez Structura ADN helicazei, a) Schema generală a acestei proteine sub forma unui inel hexameric ) Schemă care arată furculița de replicare a ADN și helicaza la aceeași scară, c) Structura detaliată a helicazei de replicare a bacteriofagului T determinată prin analiza de difracție cu raze X Cele șase subunități identice leagă și hidrolizează ATP într-o manieră ordonată pentru a propulsa molecula ca un motor rotativ de-a lungul unei singure catene de ADN care trece prin gaura centrală Zonele roșii arată locația moleculelor de ATP asociate cu enzima (Imaginea prin amabilitatea lui Edward H Egelman; ilustrație în c adaptată după M R Singleton și colab , Cell : - , Cu permisiunea generoasă a lui Elsevier ) Cele două catene de ADN au polarități reciproc opuse și, în principiu, helicaza poate derula dubla helix ADN, mișcându-se în direcția '-> ' de-a lungul unei catene sau în direcția '-" ' de-a lungul celeilalte De fapt, există ambele tipuri de ADN helicaze În cele mai bine studiate sisteme de replicare bacteriană, helicaza, care se deplasează de-a lungul matricei catenului întârziat în direcția ' -> ', joacă aparent un rol dominant - motivele pentru aceasta ne vor deveni clare în scurt timp Proteinele monocatenare de legare a ADN-ului (SSB), numite și proteine de destabilizare a helixului, se leagă strâns și cooperant pentru a deschide ADN-ul monocatenar fără a închide bazele, care, prin urmare, rămân disponibile pentru împerechere Aceste proteine nu sunt capabile să desfășoare ele însele lungi helix ADN, dar ele ajută helicazele prin stabilizarea conformației monocatenar nerăsucite În plus, prin legarea prin cooperare, ele întind și îndreptă regiuni ale ADN-ului monocatenar, șablonul catenei întârziate, prevenind astfel formarea acelor de păr scurte dublu catenare care se formează cu ușurință în ADN-ul monocatenar (Figurile și ) ) Astfel de ac de păr dublu catenar pot interfera cu sinteza ADN catalizată de ADN polimeraza Partea Mecanisme genetice de bază ADN polimeraza secțiune monocatenară a catenei șablon de ADN cu secțiuni scurte perechi ("agrafe de păr") monomeri proteici monocatenar care leagă ADN-ul legarea prin cooperare a moleculelor de proteine îndreptează o anumită secțiune a lanțului ADN Orez Influența proteinelor de legare a ADN-ului monocatenar (SSB-proteins) asupra structurii ADN-ului monocatenar Deoarece fiecare moleculă de proteină preferă să lege ADN-ul atunci când este în contact cu o altă moleculă de proteină care s-a legat deja de ADN, pe o singură catenă de ADN se formează rânduri lungi de aceste proteine Această legare cooperantă îndreaptă șablonul ADN și facilitează procesul de polimerizare a ADN-ului "Elicele ac de păr" prezentate în structura ADN-ului monocatenar "gol" sunt formate prin împerechere aleatorie între regiuni scurte complementare reciproc ale secvenței de nucleotide; sunt ca elice scurte care se formează în mod normal în moleculele de ARN (vezi Figura ) cu ADN monocatenar (proteina SSB) b) Orez Structura proteinei umane SSB, a) Vedere frontală a celor două domenii legate de ADN ale proteinei RPA, care leagă un total de opt nucleotide Rețineți că bazele ADN rămân expuse pe suprafața complexului ADN-proteină ) Diagrama care prezintă o structură tridimensională în care catena de ADN (roșu) este perpendiculară pe planul desenului (Imaginea b adaptată după A Bochkarev și colab , Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) Mecanisme de replicare a ADN-ului Inelul colector continuă să miște ADN polimeraza pe ADN În cea mai mare parte, moleculele de ADN polimerază de la sine ar avea timp să sintetizeze doar un lanț scurt de nucleotide și ar fi imediat rupte din matricea ADN-ului Dorința de a se separa rapid de molecula de ADN permite moleculei de ADN polimerază, care tocmai a terminat de sintetiza un fragment Okazaki de pe firul întârziat, să fie repusă rapid în circulație și să înceapă sinteza următorului fragment Okazaki de pe aceeași catenă O astfel de viteză mare de disociere, totuși, ar împiedica polimeraza să sintetizeze catenele lungi de ADN la furculița de replicare dacă nu ar fi o proteină accesorie care acționează ca o clemă de reglare Această clemă ține polimeraza ferm pe ADN pe măsură ce se mișcă, dar o eliberează de îndată ce polimeraza întâlnește o regiune dublu catenară a ADN-ului Cum poate o clemă de alunecare să prevină disocierea polimerazei și, în același timp, să nu interfereze cu mișcarea rapidă a polimerazei de-a lungul moleculei de ADN? Structura tridimensională a proteinei clamp, determinată prin analiza de difracție cu raze X, arată că formează un inel mare în jurul helixului dublu ADN O parte a inelului este legată în spatele ADN-polimerazei, iar întregul inel alunecă liber de-a lungul ADN-ului împreună cu polimeraza mobilă Asamblarea clemei în jurul ADN-ului necesită hidroliza ATP, care este efectuată de un complex proteic special, un încărcător sau un încărcător de clump: hidrolizează ATP atunci când "clapă" clema la joncțiunea primerului cu matricea ( Fig ) Pe șablonul catenei conducătoare, ADN-polimeraza în mișcare este ferm legată de clemă și, astfel, rămân legate mult timp Pe șablonul catenei rămase, ADN polimeraza folosește și o clemă, dar de fiecare dată când ajunge la capătul ' al fragmentului Okazaki anterior, polimeraza este eliberată din clemă și se desprinde de șablon Această moleculă de polimerază se leagă apoi de o nouă clemă asamblată pe primerul ARN al următorului fragment Okazaki Proteinele din furca de replicare lucrează împreună pentru a forma o adevărată mașină de replicare Deși am considerat replicarea ADN-ului ca și cum ar fi realizată printr-un amestec de proteine care lucrează independent una de cealaltă, în realitate, majoritatea proteinelor sunt combinate într-un complex multi-enzimă mare și ordonat care sintetizează ADN-ul rapid Acest complex poate fi asemănat cu o mașină de cusut minuscul alcătuită din noduri de proteine și alimentată de energia generată prin hidroliza trifosfatului de nucleozid Asemenea unei mașini de cusut, complexul de replicare este probabil să rămână staționar în raport cu împrejurimile sale imediate; ADN-ul poate fi considerat ca o fâșie lungă de țesut trasă rapid prin el Deși complexul de replicare a fost studiat cel mai pe larg în E coli și mai multe dintre virusurile care îl infectează, la eucariote, așa cum vom vedea puțin mai târziu, funcționează un complex în mare măsură similar Pe fig a prezintă întregul set de funcții îndeplinite de subunitățile mașinii de replicare Elicaza ADN situată în fața furcii de replicare desfășoară elica ADN În furca propriu-zisă - una pe firul conducător, celălalt pe firul întârziat - funcționează două molecule de ADN polimerază În timp ce molecula de ADN polimerază de pe catena principală poate funcționa continuu, Partea Mecanisme genetice de bază instalator de cleme ' clemă de culisare culisant ♦ instalator ' Orez Clemă glisantă reglabilă care ține ADN-ul sexual imeraza pe ADN a} Structura proteinei clamp de E coli, determinată prin cristalografie cu raze X, cu o spirală ADN adăugată imaginii, pentru a arăta modul în care proteina formează un inel în jurul ADN-ului ) Structura "clemei de încărcare" cu cinci subunități seamănă cu o piuliță șurub, iar șanțurile filetelor sale coincid cu șanțurile ADN-ului Se presupune că acesta se micșorează în jurul locului de atașare a primerului până când progresul său ulterioar este blocat de capătul ' al primerului; în acest moment, încărcătorul hidrolizează ATP-ul și eliberează clema, c) Ilustrație schematică care arată modul în care clema este asamblată pentru a ține molecula de ADN polimerază în mișcare pe ADN În reacția simplificată prezentată aici, încărcătorul cu cleme intră în soluție de îndată ce clema este asamblată Într-o furcă de replicare reală, încărcătorul cu cleme rămâne în apropierea polimerazei de pe firul întins, gata să asambleze următoarea clemă la începutul fiecărui nou fragment Okazaki (vezi Figura ) (Imaginea a este de la X P Kong și colab , Cell : - , Cu permisiunea generoasă a lui Elsevier, Diagrama b este de la GD Bowman, M O'Donnell și J Kuriyan, Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) polimerază prinsă Mecanisme de replicare a ADN-ului a) un șablon pentru sinteza lanțului conducător nou sintetizat lanţ clemă de culisare și instalator de cleme o proteină care se leagă ADN polimeraza de pe catenă principală primaza ADN helix ADN părinte cu ADN monocatenar ADN helicaza șablon de sinteză a firelor întârziate primer ARN fragment nou Okazaki ADN polimeraza care completează sinteza fragmentului Okazaki de pe catena rămasă lanț nou sintetizat ) nou sintetizat c) lanț lagging nou sintetizat Orez Furca de replicare activă, a) Această diagramă arată aranjarea reciprocă a proteinelor în furca de replicare în timpul sintezei ADN-ului ADN-ul catenei întârziate s-a pliat pentru a aduce molecula de ADN polimerază de pe catena întârziată într-un singur complex cu molecula de ADN polimerază de pe catena principală În plus, ca rezultat al acestei plieri, capătul ' al fiecărui Okazaki finalizat fragmentul este situat lângă locul începutului următorului fragment Okazaki Deoarece molecula de ADN polimerază de pe lanțul întârziat rămâne legată de restul proteinelor de replicare, aceasta poate fi reutilizată pentru sinteza fragmentelor Okazaki succesive În această schemă, ea va elibera fragmentul de ADN pe care l-a completat și va trece la primerul ARN care va fi sintetizat în apropiere, ceea ce este necesar pentru a începe următorul fragment de ADN Proteinele suplimentare (neprezentate) ajută la menținerea diferitelor componente proteice ale furcii împreună, permițându-le să funcționeze ca o mașină de proteine bine coordonată b) O micrografie electronică care arată motorul de replicare a bacteriofagului T în timp ce se deplasează prin matrice, în timp ce lasă în urmă ADN nou sintetizat c) Interpretarea acestei fotomicrografii este dată în schiță: acordați o atenție deosebită buclei de ADN de pe lanțul întârziat Aparent, proteinele de replicare au fost desprinse parțial de ADN chiar înainte de furculița de replicare în timpul pregătirii acestei lame pentru microscopie electronică (Fotografia b prin amabilitatea lui Jack Griffith; vezi P D Chastain et al , J Biol Chem : - , ) Partea Mecanisme genetice de bază molecula de ADN polimerază de pe catenă întârziată trebuie să-și înceapă activitatea din nou și din nou la intervale scurte de timp, folosind un primer ARN scurt produs imediat de molecula primază de ADN Cooperarea strânsă a tuturor acestor componente proteice crește eficiența replicării și este posibilă printr-un pliu specific "buclă înapoi" a lanțului întârziat, așa cum se arată în Fig , a În plus, această organizare facilitează instalarea clemei de polimerază la fiecare ciclu de sinteză a fragmentului Okazaki: încărcătorul de clemă și molecula de ADN polimerază de pe lanțul întârziat rămân pe loc ca parte a mașinii proteice chiar și atunci când se separă de șablonul lor de ADN Proteinele de replicare sunt astfel legate între ele într-un singur complex mare (greutate moleculară totală > IO daltoni), care permite sintetizarea ADN-ului pe ambele părți ale furcii de replicare într-un mod coordonat și eficient Pe catenă întârziată, mașina de replicare a ADN-ului lasă în urmă o serie de fragmente Okazaki cu goluri între ele încă neumplute, care la capetele lor ' conțin încă ARN-ul care a însămânțat sinteza lor Acest ARN este îndepărtat și golul rezultat este umplut cu enzime de reparare a ADN-ului care lucrează în spatele furcii de replicare (vezi Figura ) Erorile de replicare pe care le face motorul de replicare sunt eliminate de un sistem de corecție a erorilor de împerechere direcționat în lanț După cum am menționat mai devreme, bacteriile precum E coli sunt capabile să se divizeze o dată la de minute, ceea ce face relativ ușor analizarea în masă a populațiilor mari pentru a găsi o celulă mutantă rară care a suferit mutații într-un anumit proces Reprezentanții unei clase interesante de mutanți conțin modificări în așa-numitele gene mutatoare, care cresc semnificativ frecvența mutațiilor spontane Nu este surprinzător, un astfel de mutant produce o formă defectuoasă ' -> ' a exonucleazei corective, care face parte din enzima ADN polimerază (vezi Figurile şi ) ADN-polimeraza mutantă nu poate corecta eficient ADN-ul și multe erori de replicare care altfel ar fi eliminate se acumulează în ADN Studiul altor mutanți de E coli care prezintă rate de mutație anormal de ridicate a evidențiat un sistem de corectare nepotrivită care înlătură erorile de replicare făcute de polimerază și ratate de exonucleaza corectivă Acest sistem de reparare a nepotrivirii direcționate de catene expune locuri potențiale de distorsiune în helixul ADN-ului din cauza "potrivirii" proaste a bazelor necomplementare Dacă un astfel de sistem corectiv a recunoscut pur și simplu nepotriviri în ADN-ul nou replicat și a corectat aleatoriu una dintre cele două nucleotide nepotrivite, atunci exact jumătate din timp ar "corecta" în mod eronat catena șablonului original, aducându-l în conformitate cu eroarea și, astfel, media rata de eroare nu ar scădea deloc Pentru a fi eficient, un astfel de sistem corector trebuie să distingă și să îndepărteze nucleotida nepotrivită numai pe catena nou sintetizată în care a apărut eroarea de replicare Mecanisme de replicare a ADN-ului La E coli, mecanismul de discriminare a catenei utilizat de sistemul de corecție a erorilor de împerechere implică metilarea anumitor resturi A din ADN Grupările metil sunt atașate la toate resturile A din secvența GATC, dar numai după ce a trecut ceva timp după încorporarea lui A în catena de ADN nou sintetizată Ca rezultat, secvențele GATC nemetilate se găsesc numai în catenele nou sintetizate imediat după bifurcația de replicare Recunoașterea unor astfel de secvențe GATC nemetilate face posibilă distingerea noilor catene de ADN de cele vechi într-o perioadă scurtă, ceea ce este necesar pentru îndepărtarea selectivă a erorilor făcute în mod specific în timpul replicării Procesul în trei etape implică recunoașterea unei nepotriviri, excizia segmentului de ADN care conține nepotrivirea din catena nou sintetizată și resintetiza segmentului excizat folosind ca șablon vechea catena Acest sistem de corecție ghidat de fire reduce și mai mult numărul de erori făcute în timpul replicării ADN-ului cu un factor de (vezi Tabelul , p ) a) b) eroare în legarea proteinelor a SISTEMULUI nou sintetizat de CORECTARE A CIRCUITULUI NEPOTRIVIT MutS MutL TESTUL ADN-UL DEZVLEAZĂ RUPAREA SINGURĂ ÎN NOUĂ CATENA DE ADN DEMONTAREA UNUI LANȚ SINTEZA REPARĂRII ADN-ului Orez Un model de reparare a nepotrivirii eucariote direcționate pe catene, a) Cele două proteine descrise sunt prezente atât în bacterii, cât și în celulele eucariote: MutS se leagă în mod specific la baze complementare, în timp ce MutL scanează ADN-ul din apropiere pentru prezența unei ruperi Odată ce MutL găsește o întrerupere, declanșează degradarea firului rupt în întreaga nepotrivire a bazei cu principiul Complementary(tm) Deoarece rupturile în eucariote apar în principal în cadrul catenelor de ADN nou replicate, erorile de replicare sunt eliminate selectiv La bacterii, mecanismul este același, cu excepția faptului că o proteină suplimentară în complex (MutH), ilustrată în această diagramă, b) Structura proteinei MutS, a cărei sarcină este de a elimina erorile de pe ADN Această proteină este un dimer care s-a dovedit că captează dubla helix ADN, formând o buclă de ADN în regiunea bazelor necomplementare Proteina MutS pare să scaneze ADN-ul pentru erori căutând regiuni care pot fi pliate cu ușurință, deoarece bazele sale constitutive nu formează o pereche complementară normală (Imaginea b adaptată după G Obmolova și colab , Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd) Partea Mecanisme genetice de bază Un sistem similar de corectare a erorilor de împerechere servește și celulelor umane (Fig ) Semnificația completă a acestui sistem devine evidentă când se analizează indivizii care au moștenit o copie defectă a genei de corectare a erorii de împerechere (împreună cu o genă activă funcțional pe cealaltă copie a cromozomului) Astfel de persoane au o predispoziție pronunțată la anumite tipuri de cancer De exemplu, într-un tip de cancer intestinal numit cancer colorectal ereditar non-polipoz (HNPCC), o mutație spontană a unei a doua gene, funcțional activă produce o clonă de celule somatice care, pentru că nu sunt nepotrivite, acumulează mutații la o viteză neobișnuită rată Majoritatea cancerelor provin din celule care au acumulat mutații multiple (vezi Figura ) și astfel celulele care nu sunt capabile să corecteze erorile de replicare au toate motivele să devină canceroase Din fericire, cei mai mulți dintre noi moștenim ambele copii benigne ale genei care codifică proteina de corecție a nepotrivirii; iar acest lucru ne protejează, deoarece este foarte puțin probabil ca ambele copii să sufere mutații în același timp într-o celulă În celulele eucariote, mecanismul de recunoaștere a catenei nou sintetizate din catena matriță parentală la locul nepotrivirii nu depinde de metilarea ADN-ului Într-adevăr, unele eucariote, inclusiv drojdia și Drosophila, nu metilează ADN-ul ADN-ul catenului întârziat nou sintetizat este crestat pentru o perioadă scurtă de timp (înainte de a fi ligat cu ADN ligază), iar experimentele biochimice arată că astfel de crestături (numite rupturi cu o singură catenă) sunt semnalul care țintește sistemul de corecție a nepotrivirii către catena corespunzătoare (vezi Fig ) Este logic să presupunem că pentru ca un astfel de sistem să funcționeze, este, de asemenea, necesar ca ADN-ul nou sintetizat de pe firul principal să aibă rupturi scurte de centură - cum se întâmplă acest lucru nu este încă clar Încurcarea ADN-ului în timpul replicării este împiedicată de topoizomerazele ADN Când furculița de replicare se mișcă de-a lungul ADN-ului dublu catenar, apare o problemă, care se numește problema înfășurării ADN-ului Ideea este că fiecare perechi de nucleotide replicate în furcă corespund unei rotații complete în jurul axei dublei helix parentale; prin urmare, pentru ca furca de replicare să se miște, întregul cromozom din fața furcii ar trebui să se rotească cu viteză mare (Figura ) În cazul cromozomilor lungi, acest lucru ar necesita multă energie, așa că aici se folosește o strategie alternativă: se formează o balama în spirala ADN, care este formată din proteine cunoscute sub numele de ADN topoizomeraze ADN-topoizomeraza poate fi considerată ca o nuclează reversibilă care ea însăși se leagă covalent de fosfatul coloanei vertebrale ADN și astfel rupe legătura fosfodiesterului din catena ADN Această reacție este reversibilă și legătura fosfodiesterică este re-formată de îndată ce proteina pleacă Topoizomeraza de primul tip, numită topoizomeraza /, produce o tăietură temporară cu o singură catenă; această ruptură a legăturii fosfodiesterice din coloana vertebrală a fosfatului de zahăr permite celor două lungimi ale helixului ADN de pe ambele părți ale crestăturii să se rotească liber unul față de celălalt, folosind legătura fosfodiester în opoziție Mecanisme de replicare a ADN-ului Orez Problemă de răsucire a ADN-ului care apare în timpul replicării La bacterii, pentru a avansa furculița de replicare cu o viteză de de nucleotide pe secundă, helixul părinte al ADN-ului din fața acestei furci trebuie să se rotească cu o frecvență de de rotații pe secundă ' - ' * aici helixul ADN-ului trebuie să se rotească rapid catenă de ADN nou sintetizată ' aşezându-se pe crestătura firului ca o minge pentru rotaţie ( ) Orice tensiunea din helixul ADN-ului va efectua o astfel de rotație în direcția care reduce această tensiune Ca rezultat, replicarea ADN-ului poate continua ca de obicei, cu rotirea doar a unui segment scurt al helixului - partea imediat în fața furcii Deoarece legătura covalentă care conectează proteina ADN topoizomerază de fosfatul din lanțul ADN reține energia legăturii fosfodiester scindate, legarea acesteia (adică reacția de "reticulare") are loc rapid și nu necesită o sursă suplimentară de energie În acest sens, acest mecanism de reuniune a legăturilor fosfodiesterului diferă de cel catalizat de enzima ADN ligază, despre care am discutat mai devreme (vezi Figura ) Al doilea tip de ADN-topoizomerază, topoizomeraza II, formează o legătură covalentă simultan cu ambele catene ale helixului ADN-ului, producând o rupere temporară dublă în helix Aceste enzime sunt activate pe cromozomi în locurile în care două elice duble se încrucișează De îndată ce molecula de topoizomeraza II se leagă de o astfel de intersecție, ea utilizează imediat hidroliza ATP pentru a efectua în mod eficient următorul set de reacții: ) rupe reversibil o dublă helix pentru a crea o "poartă" în ea; ) forțați a doua, din apropiere, dublă helix să treacă prin această "poartă" și ) apoi sigilați golul ("închideți poarta") și separați de ADN ( ) Deci aici ADN-topoizomerazele de tip II pot separa în mod eficient două inele ADN legate ( ) Aceeași reacție previne, de asemenea, probleme grave de încurcare a ADN-ului care altfel ar apărea în timpul replicării ADN-ului Această funcție este ilustrată perfect de celulele de drojdie mutante care produc o variantă în loc de topoizomeraza II normală, care este inactivată la temperaturi de peste °C Când celulele mutante sunt încălzite la această temperatură, cromozomii lor fiice rămân împletite după replicarea ADN-ului și nu se pot separa unul de celălalt Utilizarea enormă a topoizomerazei II ca instrument de desfacere a cromozomilor poate fi pe deplin apreciată doar de cei care au fost nevoiți vreodată să se bată pentru o "barbă" apărută brusc pe un fir de pescuit, fără a avea foarfece la îndemână Partea Mecanisme genetice de bază un capăt al dublei helix ADN nu se poate roti în raport cu celălalt capăt ' ' ' ' ADN topoizomeraza I cu tirozină în situsul activ ADN-topoizomeraza formează o legătură covalentă cu una dintre grupările fosfat ale ADN-ului; o legătură fosfodiesterică este ruptă într-o catenă de ADN acum cele două capete ale helixului dublu ADN se pot roti unul față de celălalt, slăbind astfel stresul acumulat energia stocată anterior în legătura fosfodiester este acum stocată în legătura tirozină-fosfat, făcând reacția reversibilă restabilirea spontană a legăturii fosfodiesterice; în același timp, atât elica ADN, cât și topoizomerul ADN sunt regenerate; Orez Reacție reversibilă de crestare a ADN-ului catalizată de topoizomeraza I ADN eucariotă După cum se arată, aceste enzime formează pe scurt o singură legătură covalentă cu ADN-ul; datorită acestui fapt, rotația liberă a ADN-ului în jurul legăturilor covalente ale coloanei vertebrale zahăr-fosfat legate de fosfatul albastru devine posibilă Mecanisme de replicare a ADN-ului domeniu dublu ATPază helix ADN topoizomeraza / dublu spirala printr-un gol din spirala şi dimerizarea domeniilor ATPazei; rupere dublă a firului în spirală ; dubla eliberează ^l Helix ADN în spirala Orez Model al mecanismului de acțiune al topoizomerazei II După cum se arată în diagramă, legarea ATP la două domenii ATPază determină dimerizarea acestora și asigură reacțiile prezentate Deoarece un ciclu al acestei reacții poate avea loc în prezența unui analog ATP nehidrolizabil, se consideră că hidroliza ATP este necesară doar pentru a reîncărca enzima în fiecare nou ciclu de reacție Acest model se bazează pe datele din analiza structurală a enzimei combinate cu rezultatele experimentelor biochimice (Revizuit din J M Berger, Curr Opin Struct Biol : - , , prin amabilitatea lui Elsevier ) Cea mai mare parte a cunoștințelor noastre despre replicarea ADN-ului a fost obținută inițial în cursul studiilor efectuate pe sisteme multienzimatice purificate izolate din bacterii și bacteriofagi, capabile să reproducă ADN-ul în citro Dezvoltarea unor astfel de sisteme în anii datorează mult cercetărilor anterioare privind izolarea mutanților dintr-o mare varietate de gene responsabile de replicare; astfel de mutanți au fost utilizați pentru a identifica și purifica proteinele de replicare corespunzătoare Primul sistem de replicare la mamifere care a replicat cu acuratețe ADN-ul în citro a fost descris la mijlocul anilor , iar mutațiile genelor care codifică aproape toate componentele sistemului de replicare au fost acum izolate și analizate în drojdia Saccharomyces cerecisiae Ca urmare, s-au cunoscut multe despre subtilitățile replicării ADN-ului eucariotic și acum este clar că caracteristicile fundamentale ale replicării ADN-ului - geometria furcii de replicare și utilizarea unei mașini de replicare a proteinelor cu mai multe enzime - au rămas conservate pe tot parcursul vieții procesul evolutiv îndelungat care a separat bacteriile de eucariote Mașinile de replicare eucariote au mai multe componente proteice decât omologii lor bacterieni, chiar dacă funcțiile lor de bază sunt aceleași Deci, de exemplu, la eucariote, proteina monocatenar de legare la ADN (proteina SSB) este formată din trei subunități, în timp ce în bacterii această proteină are o singură subunitate În mod similar, primaza DPC eucariotă face parte dintr-o enzimă cu mai multe subunități care conține, de asemenea, ADN polimerază și se numește ADN polimerază-a-primază Acest complex proteic începe fiecare fragment Okazaki de pe lanțul rămas cu un primer ARN și apoi continuă primerul ARN cu o scurtă întindere de ADN În acest moment, intră în joc cele două rețele principale de replicare Partea Mecanisme genetice de bază topoizomeraza II ADN-topoizomeraza II se atașează reversibil prin legături covalente de ambele catene ale duplexului de ADN, rupe dubla helix portocalie și formează o "poartă" proteică în ea Orez Procesul de separare a două molecule circulare de ADN catalizat de ADN-topoizomeraza II Pentru a-și dezlega ADN-ul, celulele recurg la orice truc Spre deosebire de topoizomerazele de tip I, enzimele de tip II folosesc hidroliza ATP, iar unele variante bacteriene pot crea stres suplimentar în ADN Domeniul de aplicare al topoizomerazelor de tip II este limitat în principal la creșterea celulelor eucariote; parțial din acest motiv, au devenit ținte populare în dezvoltarea medicamentelor anti-cancer "Porțile" topoizomerazei se deschid pentru a lăsa a doua spirală a ADN-ului să treacă și se închid din nou reacție - topoizomeraza - atașarea covalentă - restabilește integritatea - dublu helix polimerazele eucariote, și e, și completează toate fragmentele Okazaki, extinzând în același timp catenele conducătoare și conducătoare Cum exact sarcinile sintezei catenelor conducătoare și întârziate sunt distribuite între aceste două ADN polimeraze nu este încă clar După cum vom vedea în paragraful următor, mașinile de replicare eucariote trebuie să facă față unei provocări suplimentare: replicarea ADN-ului la nucleozomi - blocurile de construcție repetitive ale cromozomilor despre care am discutat în capitolul Nucleozomii sunt distanțați la aproximativ bp unul de celălalt pe ADN explicați de ce la eucariote se sintetizează noi fragmente de Okazaki pe lanțul întârziat la intervale de - de nucleotide, și nu la - de nucleotide, ca în bacterii Nucleozomii pot acționa, de asemenea, ca bariere care încetinesc mișcarea moleculelor de ADN polimerază și acesta poate fi motivul pentru care furcile de replicare eucariote se mișcă la o rată de numai aproximativ o zecime din cea a furcilor de replicare bacteriană Replicarea ADN-ului are loc într-o structură în formă de Y, numită furca de replicare Enzima ADN polimeraza autocorectoare catalizează polimerizarea nucleotidelor în direcția ' până la ', copiend catena de ADN șablon cu o fidelitate uimitoare Întrucât cele două catene ale dublei helix ADN sunt antiparalele, sinteza ADN-ului în direcția ' -> ' poate avea loc în mod continuu doar pe una dintre catenele furcii de replicare (pe catena principală sau conducătoare) Pe catena lagging (sau lagging), fragmente scurte de ADN sunt sintetizate în funcție de tipul "cusăturii din spate" Deoarece ADN-polimeraza cu auto-corecție nu poate începe o nouă Începutul și sfârșitul replicării ADN-ului în cromozomii catenă, pentru sinteza fragmentelor de ADN de pe catena întârziată, sunt mai întâi sintetizate molecule scurte de primeri de ARN, care sunt ulterior purificate și înlocuite cu ADN Replicarea ADN-ului necesită munca coordonată a multor proteine Acestea includ' ) ADN polimeraza și ADN primaza necesare pentru catalizarea polimerizării trifosfaților nucleozidici; ) helicaze ADN și proteine de legare la ADN monocatenar (proteine SSB) care ajută la desfășurarea helixului ADN, astfel încât să poată fi copiat; ) ADN ligaza și o enzimă însărcinată cu degradarea primerilor ARN, pentru a lega fragmente de ADN sintetizate discret pe o catenă întârziată; și ) topoizomerazele ADN, care sunt concepute pentru a ajuta la rezolvarea problemelor de înfăşurare și încurcarea ADN-ului Multe dintre aceste proteine sunt conectate între ele la bifurcația de replicare și formează o "mașină de replicare" foarte eficientă prin care sunt coordonate acțiunile și mișcările componentelor individuale în spațiu Începutul și sfârșitul replicării ADN-ului în cromozomi Am văzut cum un set de proteine de replicare produce rapid și precis două elice duble ADN fiice în spatele furcii de replicare Dar cum sunt toate aceste mașini de replicare asamblate în primul rând și cum sunt create furcile de replicare pe o moleculă de ADN dublu catenar? În această secțiune, discutăm despre modul în care celulele încep (inițiază) replicarea ADN-ului și cum reglează cu atenție acest proces pentru a ne asigura că are loc nu numai la pozițiile corecte pe cromozom, ci și la momentele potrivite din viața celulei De asemenea, discutăm câteva probleme speciale pe care mașinile de replicare trebuie să le depășească în celulele eucariote Acestea includ necesitatea de a replica moleculele de ADN extrem de lungi din cromozomii eucarioți, precum și dificultatea de a copia moleculele de ADN care sunt legate în complexe strânse cu histonele din nucleozomi Sinteza ADN-ului începe la originile replicării După cum sa menționat mai devreme, spirala dublă a ADN-ului este de obicei foarte stabilă: cele două catene de ADN sunt strâns legate între ele prin numeroase legături de hidrogen formate între bazele ambelor catene Pentru a fi folosită ca matrice, elica dublă trebuie să fie dezrăucită și ambele fire separate unul de celălalt, astfel încât bazele nepereche să fie expuse După cum vom vedea, procesul de replicare a ADN-ului începe cu proteine inițiatoare speciale care se leagă de ADN-ul dublu catenar și separă cele două catene prin ruperea legăturilor de hidrogen dintre baze Pozițiile în care helixul ADN se deschide inițial se numesc origini de replicare (Fig ) În celulele simple, cum ar fi bacteriile sau drojdia, originile replicării sunt date de secvențe de ADN de câteva sute de perechi de baze Această secvență de ADN conține atât secvențe scurte care sunt recunoscute de proteinele inițiatoare, cât și porțiuni de ADN care sunt deosebit de ușor de desfășurat Am văzut în Fig că perechea de baze A-T este ținută împreună prin mai puține legături de hidrogen decât perechea de baze G-C Prin urmare, ADN-ul îmbogățit în perechi de baze A-T este relativ Partea Mecanisme genetice de bază originea replicării ■ TSHITSTPPGPG RUPAREA LOCALĂ A SPIRALEI ADN pgnіpshіt ppііvg^ tіg p gttі, FORMAREA SEMINȚEI DE ARN ggp pіpіpіptptіG^ '%p,іttpp mi Orez Când se declanșează furca de replicare, se formează un ochi de replicare Această diagramă prezintă principalele etape de inițiere a furcăturilor de replicare la punctele de pornire a replicării Structura formată în ultima etapă, în care ambele catene ale helixului ADN părinte sunt separate una de cealaltă și servesc ca șabloane pentru sinteza ADN-ului, se numește ochi de replicare ÎNCEPUTUL SINTEZEI LANȚULUI DE CONDUCERE A ADN-ului ȘI pііpіpptpggііg£ 'Chgіgpppshppt * SHSSHHLNT-uri FORMAREA SEMINȚELOR DE ARN ÎNCEPE SINTEZA TUSULUI ÎNTARZIATĂ furcă de replicare fir întârziat P"PTPPTT' ' ' iui nici ''••• și ІШШІІІНШ і pip SH NII ui lanț de conducere lanț întârziat furca de replicare furca de replicare replicare furk master chain replicare replicare - ', folosind șablonul ARN, care este o componentă a enzimei în sine, pentru a sintetiza noi copii ale repetății (Fig ) ) Porțiunea enzimatică a telomerazei seamănă cu alte transcriptaze inverse, enzime care sintetizează ADN folosind un șablon de ARN (vezi Figura ) După extinderea catenei parentale de ADN de către telomerază, replicarea catenei întârziate la sfârșitul cromozomului poate fi finalizată prin ADN polimeraze convenționale folosind aceste extensii ca șabloane pentru sinteza catenei complementare (Fig ) Mecanismul nucleazei care mănâncă ' tocmai descris asigură că capătul ' al ADN-ului din fiecare telomer va fi întotdeauna mai lung decât capătul ' cu care este asociat - astfel încât capătul monocatenar să iasă în afară (vezi Fig ) S-a arătat că acest capăt proeminent se învârte înapoi, își introduce capătul în helixul ADN al secvenței de repetare telomerică și formează o buclă T (Figura ) În cei mai mulți termeni generali, această reacție seamănă cu invazia catenelor în timpul recombinării omoloage discutate mai jos și este posibil să fi evoluat din aceste sisteme de recombinare antice Buclele T dau naștere capetelor cromozomilor normale cu o structură unică care le protejează de degradarea enzimatică și le permite să fie distinse clar de capetele moleculelor de ADN rupte, pe care celula le repară rapid (vezi Figura ) Lungimea telomerelor este, de asemenea, reglată la nivel celular, iar la nivelul corpului Deoarece procesele care prelungesc și scurtează fiecare secvență telomerică sunt doar aproximativ echilibrate, capătul cromozomului este Începutul și sfârșitul replicării ADN-ului în cromozomii Orez Structura unei părți a telomerazei Telomeraza este un complex ARN-proteină mare (prezentat cu albastru) care conține o secvență șablon pentru sinteza noilor repetări ADN telomeric Reacția de sinteză în sine este efectuată de domeniul transcriptazei inverse, care face parte din proteină (indicată cu verde) Reverse transcriptaza este o formă specială a enzimei polimerazei care utilizează o matriță de ARN pentru a sintetiza o catenă de ADN; telomeraza este unică prin faptul că poartă propriul șablon de ARN tot timpul Telomeraza are, de asemenea, câteva domenii proteice accesorii (neprezentate) care sunt necesare pentru asamblarea corectă a enzimei la capetele cromozomilor (Redesenat din J Lingner și T R Cech, Curr Opin Genet Dev : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) deține un număr variabil de repetări telomerice Nu este surprinzător, experimentele arată că celulele care se divid la infinit (de exemplu, celulele de drojdie) au mecanisme homeostatice care mențin numărul de astfel de repetări într-un interval limitat ( ) În celulele somatice umane, se crede că repetițiile telomerice oferă fiecărei celule un mecanism de numărare care ajută la prevenirea proliferării celulare nerestricționate în țesuturile adulte În forma sa cea mai simplă, această teorie afirmă că celulele noastre somatice se nasc cu un set complet de repetări telomerice Unele celule stem, în special cele din țesuturi care trebuie completate de-a lungul vieții, cum ar fi măduva osoasă sau pielea, păstrează activitatea completă a telomerazei Cu toate acestea, în multe alte tipuri de celule, nivelul telomerazei este redus, iar enzima nu ține pasul cu duplicarea cromozomilor Asemenea celule pierd - de nucleotide în fiecare telomer cu fiecare diviziune După multe generații de celule, celulele descendențe vor moșteni cromozomi defecte (deoarece capetele lor nu se pot replica complet) și, prin urmare, părăsesc ciclul celular pentru totdeauna și încetează să se divizeze - acest proces a fost numit replicare Partea Mecanisme genetice de bază , lanț părinte / ' TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG AACCSS TELOMERAZA SE ALĂTURATE La ADN ' torţ incomplet nou sintetizat TELOMERAZA EXTINDE CAPĂTUL ' (sinteza ADN pe un șablon de ARN) ' TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG AACCCC ' direcția sintezei telomerilor telomeraza cu matriță ARN asociată TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG AACCCC ' COMPLETAREA tulpinii LAGING CU ADN-POLIMERAZĂ (sinteza ADN pe un șablon de ADN) TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG AACCSS ADN polimeraza Orez Replicarea telomerilor Reacțiile prezentate aici arată modul în care secvențele repetitive bogate în G care formează capetele cromozomilor (telomeri) sunt sintetizate într-o mare varietate de organisme eucariote Capătul ' al catenei de ADN parental este continuat prin sinteza ADN-ului direcționat de ARN; aceasta face posibilă completarea catenei asociate cu părintele, dar încă incomplete, a ADN-ului fiică în direcția de la capătul său ' Se crede că această catenă incompletă, întârziată, este terminată de ADN polimeraza a, care poartă o primază ADN ca una dintre subunitățile sale Secvența telomerică dată pentru edificare este inerentă Tetrahymena ciliară ciliară, pe care au fost descoperite aceste reacții îmbătrânirea celulară continuă (discutată în capitolul ) Teoretic, un astfel de mecanism ar putea servi drept "fuzibil" împotriva proliferării necontrolate a anormalelor µm celulele din țesuturile corpului și astfel ne-ar putea salva de cancer Orez Bucla T la capătul cromozomului de mamifer O micrografie electronică a ADN-ului la sfârșitul unui cromozom de interfază uman Cromozomul a fost fixat, deproteinizat (fără proteine) și îngroșat artificial înainte de analiză Bucla văzută în această imagine are aproximativ de perechi de baze Se crede că inserția capătului ' monocatenar în duplexuri (ADN dublu catenar) de repetări pentru a forma o buclă T este realizată și menținută de proteine specializate (Adoptat de la J D Griffith et al , Ce// : - , Cu amabilitatea lui Elsevier ) Începutul și sfârșitul replicării ADN-ului în cromozomii telomer lung sfârşitul cromozomului | telomer scurt repetări telomerice creșterea lungimii telomerilor -► creșterea lungimii telomerilor -► Orez Experiența care arată că celulele de drojdie controlează lungimea telomerilor lor În acest experiment, telomerul de la un capăt al unui anumit cromozom a fost făcut artificial fie mai lung (stânga) fie mai scurt (dreapta) decât media După multe diviziuni celulare pe cromozom, lungimea medie a telomerilor și distribuția lungimii tipice altor cromozomi din au fost restaurate o celulă de drojdie Prezența unui mecanism de feedback similar care controlează lungimea telomerilor se presupune că există în celulele germinale animale Ipoteza conform căreia lungimea telomerului servește ca un fel de "scări de măsurare" pentru numărarea diviziunilor celulare și, astfel, îi reglează durata de viață a fost testată în mai multe moduri Pentru unele tipuri de celule umane crescute în cultură de țesuturi, rezultatele experimentelor susțin această teorie Fibroblastele umane proliferează în mod obișnuit pentru aproximativ de diviziuni celulare în cultură înainte de apariția senescenței de replicare Ca majoritatea celorlalte celule ale corpului uman, fibroblastele produc doar niveluri scăzute de telomerază, iar telomerii lor se scurtează treptat cu fiecare diviziune succesivă Când fibroblastele au fost furnizate cu telomerază suplimentară prin inserarea unei gene active de telomerază, lungimea telomerilor a fost menținută și multe celule au continuat să se dividă la nesfârșit după aceea Deci, pare clar că în unele celule umane, scurtarea telomerilor poate număra numărul de diviziuni celulare și poate declanșa îmbătrânirea prin replicare S-a sugerat că acest tip de control asupra proliferării celulare este important pentru menținerea arhitecturii țesuturilor și este, de asemenea, responsabil, într-un fel sau altul, de îmbătrânirea animalelor, inclusiv a noastră Aceste idei au fost testate pe șoareci transgenici cărora le lipsește complet telomeraza Telomerii din cromozomii de șoarece sunt de aproximativ cinci ori mai lungi decât telomerii umani și, prin urmare, șoarecii trebuie să dea naștere timp de trei sau mai multe generații înainte ca telomerii lor să se scurteze la lungimea umană normală Posibil Partea Mecanisme genetice de bază dar, de aceea primele generații de șoareci se dezvoltă normal Cu toate acestea, în generațiile ulterioare, șoarecii acumulează în mod constant un număr tot mai mare de defecte în unele țesuturi cu proliferare rapidă În plus, astfel de șoareci prezintă semne de îmbătrânire prematură și au o predispoziție pronunțată la formarea de tumori În aceste privințe și în alte privințe, acești șoareci seamănă cu oamenii cu o tulburare genetică numită disceratoză congenită Indivizii afectați de această boală poartă o copie activă funcțional și o copie inactivă a genei ARN telomerazei; au telomeri care se scurtează prematur și de obicei mor din cauza atrofiei progresive a măduvei osoase În plus, dezvoltă cicatrici pulmonare și ciroză hepatică, precum și boli ale diferitelor structuri epidermice, inclusiv pielea, foliculii de păr și unghiile Observațiile de mai sus demonstrează că controlul proliferării celulare prin scurtarea telomerilor prezintă un anumit risc pentru organism, deoarece nu toate celulele care încep să-și piardă capetele cromozomilor își vor înceta diviziunea Unele, fără îndoială, devin instabili genetic, dar continuă să se dividă, dând naștere celulelor mutante care pot duce la cancer Astfel, este îndoielnic că reglarea în jos a telomerazei observată în majoritatea celulelor somatice umane oferă un avantaj evolutiv, așa cum sugerează cei care postulează că scurtarea telomerilor ne protejează de cancer și de alte boli cauzate de diviziunea celulară rampantă Concluzie Proteinele care încep replicarea ADN-ului se leagă de secvențele de ADN la origine și catalizează formarea unei bule de replicare cu două furculițe de replicare care se mișcă în direcții opuse Procesul începe cu formarea complexului proteină inițiator-ADN, care ulterior încarcă ADN helicaza pe șablonul ADN Alte proteine apoi se atașează și completează "mașina de replicare" cu mai multe enzime care catalizează sinteza ADN-ului la fiecare furcă de replicare La bacterii și unele eucariote simple, originile replicării sunt specificate de secvențe speciale de ADN care au doar câteva sute de perechi de baze La alte eucariote, cum ar fi oamenii, secvențele care definesc în mod specific originea replicării ADN-ului par a fi mai puțin bine definite și pot cuprinde câteva mii de perechi de baze Bacteriile au de obicei o singură origine de replicare pe cromozomul circular La viteze de furcă de până la de nucleotide pe secundă, ei își pot replica genomul în mai puțin de o oră Replicarea ADN-ului eucariotic are loc doar într-o parte a ciclului celular, faza S La eucariote, furca de replicare se mișcă de ori mai lent decât la bacterii, iar pentru a se replica cromozomii mult mai lungi în timpul fazei S, care în celulele umane durează de obicei ore, este necesară o întreagă serie de origini de replicare Diverse origini de replicare în astfel de cromozomi eucarioți sunt activate într-o anumită secvență, stabilită parțial de structura cromatinei, cu cea mai mare parte Repararea ADN-ului regiunile compactate ale cromatinei încep de obicei replicarea ultimele După ce a trecut furculița de replicare, structura cromatinei este recreată prin adăugarea de noi histone la cele vechi, care sunt moștenite direct de fiecare moleculă de ADN fiică Mecanismul de dublare a cromozomilor permite ca schemele de modificare a histonelor parentale să fie transmise cromozomilor fiice, asigurând astfel moștenirea epigenetică Eucariotele rezolvă problema replicării capetelor cromozomilor lor liniari cu o structură terminală specializată, telomerul, menținută de o enzimă specială de polimerizare a nucleotidelor numită telomerază Telomeraza continuă una dintre firele de ADN la sfârșitul cromozomului folosind șablonul ARN, care este o parte integrantă a enzimei în sine și sintetizează o secvență de ADN foarte repetitivă care se extinde de obicei pe mii de perechi de baze la fiecare capăt al cromozomului Repararea ADN-ului Menținerea stabilității genetice necesare pentru ca un organism să supraviețuiască necesită nu numai un mecanism extrem de precis pentru replicarea ADN-ului, ci și mecanisme pentru repararea numeroaselor daune accidentale care apar continuu în ADN Cele mai multe dintre aceste modificări spontane ale ADN-ului sunt tranzitorii, deoarece sunt corectate imediat printr-un set de procese denumite în mod colectiv repararea ADN-ului Dintre miile de modificări aleatorii care au loc în fiecare zi în ADN-ul unei celule umane - din cauza expunerii la temperaturi ridicate, a tulburărilor metabolice, a radiațiilor de natură variată și a acțiunii substanțelor din mediu - doar câteva se acumulează sub formă de mutații în secvența ADN Astfel, știm acum că mai puțin de una din de modificări aleatorii ale nucleotidelor în ADN se termină într-o mutație permanentă; toate celelalte sunt eliminate cu o eficienta extraordinara de catre serviciul de reparatii DNA Importanța mecanismului de reparare a ADN-ului este enormă, judecând după cantitatea mare de investiții pe care celulele o fac pentru enzimele de "reparare" ADN-ului De exemplu, analiza genomului bacteriilor și drojdiei a arătat că câteva procente din volumul de codificare al acestor organisme este dedicat exclusiv funcțiilor de reparare a ADN-ului Importanța acestor mecanisme este evidențiată și de creșterea ratei mutațiilor care urmează inactivării genelor de reparare a ADN-ului Multe proteine de reparare a ADN-ului și genele care le codifică - despre care știm acum că funcționează într-o mare varietate de organisme, inclusiv oameni - au fost identificate inițial în bacterii prin izolarea și examinarea mutanților care au prezentat rate crescute de mutație sau susceptibilitate crescută la agenții dăunători ADN-ului Studii recente pentru a elucida consecințele unei capacități reduse de a repara ADN-ul la oameni au făcut posibilă legarea multor boli umane cu această problemă (tabelul ) Așadar, am mai spus deja că defectele unei gene care funcționează în mod normal pentru a elimina erorile de împerechere care apar în timpul replicării ADN-ului la om pot duce la o predispoziție ereditară la anumite tipuri de cancer, motivul pentru care este o frecvență crescută a mutațiilor În cazul unei alte boli a unei persoane, Partea Mecanisme genetice de bază Tabelul Unele boli ereditare asociate cu defecte ale sistemului de reparare a ADN-ului NUME FENOTIP ENZIMA AFECTATĂ SAU ♦ OCES mutații în genele MSH , , ; MLH ;PMS corectarea erorii de împerechere a cancerului colorectal xerox pigmentosa - cancer de piele, hipersensibilitate reparare excizie derm (XR), tipuri de AG la raze UV, tulburări neurologice ale nucleotidelor Varianta XP a crescut sensibilitatea la razele UV, sinteza cancerului de piele "prin deteriorare" de către ADN polimeraza q ataxie - leucemie, limfom, creșterea proteinei simțului ATM, protein kinază, Activitatea razelor y telangiectazie (AT) , instabilitatea genomului activată de rupturi duble catene ale ADN-ului mutații în gena BRCA repararea cancerului de sân, ovarian și prostată prin recombinare omoloagă Sindromul Werner Îmbătrânire prematură, susceptibilitate malignă, instabilitate a genomului '-exonucleaza accesorii și ADN helicaza Sindromul Bloom Susceptibilitate malignă, întârziere de creștere, instabilitate a genomului ADN helicază accesorie pentru replicare Anemia Fanconi malformatii congenitale, leucemie, reparatii intercatenale AG tip instabilitate a legăturilor încrucișate ale genomului ADN Hipersensibilitate pacientului BR la agenții dăunători ADN-ului, instabilitatea genomului ADN ligaza pigmentosum (xeroderma pigmentosum; XP), indivizii afectați sunt extrem de sensibili la radiațiile ultraviolete din cauza incapacității de a repara unele dintre produsele ADN rezultate în urma reacției foto Acest defect determină o creștere a frecvenței mutațiilor, ceea ce duce la deteriorarea gravă a piele și o susceptibilitate crescută la anumite tipuri de cancer Deși ADN-ul este un material stabil, așa cum este cerut de sarcina de conservare a informațiilor genetice, este o moleculă organică complexă care este supusă, chiar și în condiții normale celulare, unor modificări spontane care ar duce la mutații dacă nu ar fi eliminate ( ) De exemplu, ADN-ul fiecărei celule umane pierde aprox peste de baze purinice (adenină și guanină) în fiecare zi, deoarece legăturile lor N-glicozil la deoxiriboză sunt hidrolizate, o reacție spontană numită apurinizare sau depurinare În mod similar, dezaminarea spontană a citozinei la uracil are loc în ADN la o frecvență de aproximativ de baze per celulă acvatică pe zi ( ) În plus față de, Bazele ADN sunt ocazional deteriorate în timpul ciocnirilor cu produși metabolici reactivi produși în celulă (inclusiv specii reactive de oxigen) sau sub influența compușilor chimici din mediu În plus, radiațiile ultraviolete de la Soare pot induce formarea unei legături covalente între două pirimide adiacente Repararea ADN-ului Orez Modificări spontane ale nucleotidelor, după care, după toate probabilitățile, este necesară repararea ADN-ului Fiecare nucleotidă prezintă regiuni cunoscute a fi modificate de deteriorarea oxidativă spontană (săgeți roșii), atac hidrolitic (săgeți albastre) și metilare necontrolată de către donatorul de grupare metil S-adenosilmetionină (săgeți verzi), grosimea săgeților reflectând frecvența relativă din fiecare astfel de caz (Pe baza lui T Lindahl, Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) DEMINAREA t~ NH lanţ ADN Orez Apurinizare și dezaminare Acestea sunt cele mai frecvente două reacții chimice spontane cunoscute pentru a crea leziuni severe ale ADN-ului în celule Depurinarea poate elibera guanina (prezentată aici) precum și adenina din ADN Reacția de dezaminare transformă citozina într-o bază modificată a ADN-ului, uracil (prezentat aici), dezaminarea are loc și la alte baze Aceste reacții au loc de obicei în ADN-ul dublu catenar; pentru comoditate, în diagramă este prezentat un singur circuit din bazele din ADN pentru a forma, de exemplu, dimeri de timină ( ) Dacă astfel de modificări rămân necorectate, cum se poate de așteptat, în cea mai mare parte, în timpul replicării ADN-ului, acestea vor duce fie la ștergerea uneia sau a mai multor perechi de baze, fie la înlocuirea unei perechi de baze în catena fiică a ADN-ului ( ) În acest caz, aceste mutații se vor răspândi Partea Mecanisme genetice de bază Orez Cel mai frecvent caz este dimerul de timină Acest tip de deteriorare apare în ADN-ul celulelor expuse la radiații ultraviolete (de exemplu, de la lumina soarelui) Un dimer similar se formează între oricare două baze pirimidinice adiacente (residuuri C sau T) în ADN pentru următoarea generație de celule O frecvență atât de mare de modificări aleatorii în secvența ADN-ului ar avea consecințe catastrofale pentru organism eu i Structura cu dublu helix a ADN-ului este ideală pentru a fi restabilită la forma sa originală, deoarece poartă două copii separate ale tuturor informațiilor genetice, câte una în fiecare dintre cele două catene Prin urmare, când o catenă este deteriorată, catena complementară păstrează o copie intactă a aceleiași informații, iar această copie este de obicei utilizată pentru a restabili secvențele corecte de nucleotide din catena deteriorată oval ADN vechi m și ADN-ul mutant vechi Și G A dezaminat C A * lanț nou G înlocuit cu A apurinizare A i A) REPLICAREA ADN - ului lanț nou ADN vechi neschimbat b) Am lanț nou perechea de baze A-T eliminată REPLICAREA ADN-ului lanț nou e șarpele lanț vechi și ADN ayasya Și A Cu G G Orez Modul în care modificările chimice ale nucleotidelor provoacă mutații a) Dezaminarea citozinei, dacă nu este corectată, are ca rezultat înlocuirea unei baze cu alta în replicarea ADN-ului După cum se arată în fig , când citozina este dezaminată, se obţine uracil Uracilul diferă de citozină prin caracteristicile formării perechilor complementare şi preferenţial perechi cu adenina Mașinile de replicare a ADN-ului introduc așadar o adenină într-o nouă catenă atunci când întâlnesc uracil pe catena matricei, b) Apurinizarea poate duce la pierderea unei perechi de nucleotide și astfel apare o deleție în catena nou sintetizată În timpul replicării ADN-ului, mutațiile apar și ca urmare a multor alte tipuri de leziuni ale ADN-ului (vezi Fig ), dacă rămân necorectate Repararea ADN-ului Un semn al importanței helixului dublu catenar pentru stocarea în siguranță a informațiilor genetice este utilizarea sa omniprezentă de către toate celulele; doar câțiva viruși mici folosesc ADN-ul sau ARN-ul monocatenar ca material genetic Procesele de reparare descrise în această secțiune nu pot funcționa cu astfel de acizi nucleici și, odată deteriorați, genomii monocatenar au astfel șanse foarte mari de a produce o nucleotidă alterată Se pare că numai organismele cu genomi mici (și, prin urmare, ținte mici pentru deteriorarea ADN-ului) își pot permite să-și stocheze informațiile genetice într-o moleculă, alta decât dubla helix ADN Diverse daune ale ADN-ului sunt reparate în moduri diferite Celulele au numeroase moduri de a-și repara ADN-ul, folosind diferite enzime care acționează asupra diferitelor tipuri de daune Pe fig arată două dintre cele mai comune moduri În ambele cazuri, deteriorarea este excizată, secvența originală de ADN este reparată de ADN polimerază, care utilizează catena intactă ca șablon, iar golul rămas în dublu helix este reparat de ADN ligază (vezi Figura ) Cele două metode diferă în ceea ce privește mecanismele utilizate pentru a îndepărta daunele din ADN Prima metodă, numită repararea prin excizie a bazei sau repararea prin excizie a bazei, implică o baterie de enzime numite ADN glicozilaze, fiecare dintre acestea putând recunoaște un anumit tip de bază mutantă în ADN și să catalizeze îndepărtarea hidrolitică a acestuia Există cel puțin șase tipuri de astfel de enzime, inclusiv cele care îndepărtează C deaminat, A deaminat, diferite tipuri de baze alchilate sau oxidate, baze cu inele deschise și baze în care o legătură dublă carbon-carbon a fost transformată accidental într-o singură legătură carbon - legătură de carbon Cum se găsește baza modificată în dublu helix? Pasul cheie este "întoarcerea" mediată de enzimă a nucleotidei remodelate din helix, ceea ce permite ADN glicozilazei să examineze baza "pe toate părțile" pentru deteriorare (Figura ) Aceste enzime ar trebui să călătorească prin ADN, expunând bazele din helix, pentru a le evalua starea Odată ce enzima găsește și recunoaște baza deteriorată, o desprinde de zahăr "Dintele lipsă" (sau "gaura") creat prin acțiunea ADN glicozilazei este recunoscut de o enzimă numită AP endonuclează (abrevierea AP înseamnă apuric sau apirimidină, prefixul endo indică faptul că această nuclează scindează mai degrabă interiorul decât cel terminal) verigi ale lanţului polinucleotidic) Această enzimă scindează legătura fosfodiester din coloana vertebrală zahăr-fosfat, după care deteriorarea este îndepărtată și gaura rezultată este reparată (vezi Fig , a) Depurinarea, cel mai frecvent tip de deteriorare a ADN-ului, degradează și dezoxiriboza zahărului Depurinarea începe direct cu acțiunea AP-endonucleazei, urmată de procesele prezentate în partea de jos a diagramei din Fig , a A doua cale principală se numește repararea exciziei nucleotidelor sau repararea exciziei nucleotidelor și, uneori Partea Mecanisme genetice de bază REPARAȚIE a) TĂIEREA BAZELOR REPARARE PRIN TĂIEREA NUCLEOTIDELOR o) de ' , i ] legate ' i legături de hidrogen C G A T A GG eu CTACGGTCTA ATGG perechile CH AR și înrudite -І HIDROGEN GATCCAGAT TASS BOND URACIL-ADN-GLICOSILAZĂ NUCLEAZ DE EXCIZIUNE GG T S T A G G C T A T C C Moleculă de ADN care și-a pierdut una dintre baze C G A T A GG AR-ENDONUCLEASE ŞI FOSFODIESTERAZĂ ELIMINA FOSFATUL DE ZAHAR T A GG S GG T S T A ADN-HELICAZA eu O* L GATCCAGAT TASS Helix ADN cu un interval de nucleotide ADN-POLIMERAZA ADĂUGĂ NOI NUCLEOTIDE, v ADN-LIGAZA LEAGĂ PAUZA G C ST A T C C ADN POLIMERAZA EU SI ADN-LIGAZA CTACGGTCTA ATGG eu GATCCAGAT TASS C G A T A GG Orez Comparația a două metode principale de reparare a ADN-ului a) Repararea exciziei bazei Această cale începe cu ADN glicozilaza Aici, enzima uracil-ADN glicozilaza elimină citozina dezaminată spontan din ADN După acțiunea acestei glicozilaze (sau a unei alte ADN glicozilaze care recunoaște un alt tip de deteriorare), fosfatul de zahăr cu baza lipsă este excizat prin acțiunea secvențială a endonucleazei AP și a fosfodiesterazei (Aceleași enzime încep imediat să repare zonele depurinate ) Gapul unic de nucleotide este apoi reparat de ADN polimerază și ADN ligază În cele din urmă, U, care a apărut ca urmare a dezaminării spontane, este înlocuit cu C Endonucleaza AP este numită astfel deoarece recunoaște orice loc din helixul ADN care conține zahăr dezoxiriboză cu o bază lipsă; astfel de situsuri pot apărea fie din cauza pierderii purinei (loturi de alurină), fie din cauza pierderii de pirimidină (situamente de alirimidină), b) Repararea exciziei nucleotidelor La bacterii, după ce complexul multienzimatic recunoaște o deteriorare precum dimerul pirimidinic (vezi Fig ), c se face o incizie pe ambele părți ale leziunii, iar ADN helicaza asociată complexului îndepărtează partea tăiată a firului deteriorat "Mașina de reparare a exciziei" din bacterii lasă în urmă un gol de nucleotide, așa cum se arată în figură La om, odată ce ADN-ul deteriorat este recunoscut, helicaza este recrutată pentru a desfășura local dublu helix ADN Nucleaza excizională intră apoi în locul de acțiune și scindează legăturile de pe ambele părți ale leziunii, lăsând în urmă un spațiu de aproximativ de nucleotide Mașinile de reparare a exciziei de nucleotide atât la bacterii, cât și la oameni pot recunoaște și repara multe tipuri diferite de daune ADN doar excizie Acest mecanism poate repara daunele cauzate de aproape orice modificare semnificativă a structurii dublei helix ADN Astfel de "daune masive" includ legături covalente formate Repararea ADN-ului Orez Recunoașterea unei nucleotide neobișnuite în ADN în timpul inversării bazei Enzimele din familia ADN glicozilazei recunosc în mod specific bazele în conformația prezentată Fiecare dintre aceste enzime scindează o legătură glicozidică care leagă o bază specific recunoscută (galben) de o coloană de zahăr și elimină acea bază din ADN a) Model Rod; b) model tridimensional în bazele ADN ca urmare a interacțiunii lor cu hidrocarburile mari (de exemplu, compusul cancerigen benzopiren), precum și între ele: bazele pirimidinice sub acțiunea luminii solare pot forma dimeri T-T, T-C și C-C În acest mod de reparare, un complex multi-enzimă mare scanează ADN-ul pentru orice distorsiune în dublu helix, mai degrabă decât orice modificare specifică a bazei Odată ce este găsită o leziune voluminoasă, aceasta scindează legătura fosfodiester din coloana vertebrală zahăr-fosfat a catenei "greșite" de fiecare parte a distorsiunii, iar ADN helicaza îndepărtează oligonucleotida monocatenară care conține leziunea detectată Apoi este acest mare gol în spirala ADN-ului este sigilat de ADN polimerază și ADN ligază (Fig , b) O alternativă la procesele de reparare prin excizia bazelor și nucleotidelor este repararea chimică directă a leziunilor ADN, iar această strategie este folosită pentru a elimina rapid unele daune deosebit de mutagene sau citotoxice De exemplu, un produs de alchilare O -metilguanină deteriorat este reparat prin îndepărtarea grupării sale metil prin transferul direct la un reziduu de cisteină din proteina de reparare însăși, care este distrusă în timpul reacției Într-un alt exemplu, grupările metil din produșii de alchilare: -metiladenina și -metilcitozina sunt "arse" de demetilaza dependentă de fier, eliberând formaldehida din ADN-ul metilat și restabilind baza nativă Partea Mecanisme genetice de bază Cuplarea procesului de reparare a ADN-ului cu transcripția garantează corectitudinea celei mai semnificative părți a ADN-ului pentru celulă Tot ADN-ul conținut în celulă este monitorizat în mod constant pentru deteriorare, iar mecanismele de reparare pe care le-am descris sunt de serviciu în toate părțile genomului Cu toate acestea, celulele au o modalitate de a direcționa procesele de reparare a ADN-ului către acele secvențe care sunt necesare cel mai urgent Ei fac acest lucru prin legarea ARN polimeraza, enzima care transcrie ADN-ul în ARN în timpul primului pas în exprimarea genelor, pentru a repara ADN-ul deteriorat ARN-polimeraza se blochează în locurile de deteriorare a ADN-ului și, cu ajutorul proteinelor conjugate, direcționează mașinile de reparare către astfel de locuri În bacterii, ale căror gene sunt relativ scurte, ARN polimeraza blocată este separată de ADN, ADN-ul este reparat, iar gena este transcrisă din nou - de la bun început La eucariote, ale căror gene pot fi extrem de lungi, se folosește o reacție mai complexă pentru a "ține" ARN polimeraza, a repara deteriorarea și apoi a reporni polimeraza Lucrări de reparație cuplată transcripțional prin excizia bazei și a nucleotidelor și alte mașini de reparare pentru a direcționa imediat ceea ce este necesar către cele mai importante secvențe din ADN-ul celulei, și anume cele care sunt exprimate în prezent În mod remarcabil, acest tip de reparare este un proces specific catenei șablon a ADN-ului transcris; cealaltă catenă este reparată cu aceeași viteză și eficiență ca ADN-ul care nu este deloc transcris Repararea cuplată cu transcripție este deosebit de importantă la oameni, deoarece doar o mică parte a genomului nostru este transcrisă la un moment dat Importanța acestui mecanism poate fi observată la persoanele cu sindromul Cockayne, o boală cauzată de un defect în repararea cuplată a transcripției Acești pacienți suferă de întârziere a creșterii, anomalii ale scheletului, atrofie progresivă a sistemului nervos și hipersensibilitate la lumina solară Majoritatea acestor probleme sunt considerate a fi rezultatul opririi (opririi) moleculelor de ARN polimerază - o dată pentru totdeauna - la locurile de deteriorare a ADN-ului care sunt situate în zone ale genelor vitale Atât caracteristicile structurale, cât și proprietățile chimice ale bazelor ADN facilitează detectarea daunelor Helixul dublu ADN pare a fi proiectat optim pentru reparare După cum sa menționat mai sus, conține o copie de rezervă a tuturor informațiilor genetice Nu în ultimul rând, însăși natura celor patru baze care alcătuiesc ADN-ul provoacă diferențe foarte clare între bazele intacte și cele deteriorate De exemplu, fiecare eveniment posibil de dezaminare în ADN produce o bază "nenaturală" care poate fi direct recunoscută și îndepărtată de o anumită ADN glicozilază Hipoxantina, de exemplu, este cea mai simplă bază purinică capabilă de împerechere specifică cu C, dar hipoxantina este un produs de dezaminare directă a lui A (Fig a) Adăugarea unei a doua grupări amino la hipoxantină dă G, care nu poate fi format din A prin dezaminare spontană și al cărui produs de dezaminare (xantina) este la fel de unic Repararea ADN-ului BAZE COMUNE INCLUSE IN NC MOTIVE NEOBUSULUI I NK Orez Dezaminarea nucleotidelor ADN În fiecare caz, atomul de oxigen care se atașează la bază în timpul reacției care implică apă este colorat în roșu, a) Produșii dezaminării spontane a nucleotidelor A și G din ADN sunt recunoscuți ca fiind incorecți și astfel ușor de recunoscut și corectat Dezaminarea lui C la U a fost prezentată și în Fig , ; T nu are o grupare amino care poate fi îndepărtată, b) Aproximativ % din nucleotidele C din ADN-ul vertebratelor sunt metilate, ceea ce este necesar pentru sarcina de reglare a expresiei genelor (discutat în capitolul ) Când o astfel de nucleotidă, -metil-C, este dezaminată accidental, se formează o nucleotidă naturală T Cu toate acestea, acest T va fi împerecheat cu G pe catena opusă și aceasta nu va corespunde perechii de baze complementare corecte Partea Mecanisme genetice de bază După cum va fi discutat în capitolul , se crede că ARN-ul a servit ca material genetic pe o scară de timp evolutivă înainte de ADN și pare foarte probabil ca codul genetic să fi fost stabilit inițial în patru nucleotide: A, C, G și U Aceasta ridică întrebarea: de ce U din ARN este înlocuit în ADN cu T (care nu este altceva decât -metil-i) După cum am văzut, dezaminarea spontană a C îl transformă în U, dar acest eveniment este neutralizat suficient de uracil ADN glicozilaza Cu toate acestea, dacă ADN-ul ar conține U ca bază naturală, ar fi dificil pentru sistemul de reparare să distingă C dezaminat de U nativ O situație specială apare în ADN-ul vertebratelor, unde unele nucleotide C sunt metilate în secvențe specifice C-G asociate cu gene inactive (discutate în Capitolul ) Dezaminarea spontană a acestor nucleotide C metilate produce o nucleotidă T naturală (Figura b), care pare să formeze o pereche "greșită" cu un G în catena opusă a ADN-ului Pentru a ajuta la repararea nucleotidelor C metilate dezaminate, o glicozilază specială de ADN recunoaște perechea de baze T-G greșită și îndepărtează T Cu toate acestea, acest mecanism de reparare a ADN-ului trebuie să fie de puțin folos, deoarece nucleotidele C metilate sunt o țintă comună pentru mutațiile ADN-ului vertebratelor În mod surprinzător, în timp ce doar aproximativ % din nucleotidele C din ADN-ul uman sunt metilate, mutațiile acestor nucleotide metilate reprezintă aproximativ o treime din toate mutațiile individuale care au fost identificate la indivizii cu boli ereditare În situații critice, în repararea ADN-ului sunt implicate ADN polimeraze speciale Dacă ADN-ul celulei este grav deteriorat, atunci mecanismele de reparare pe care le-am discutat nu sunt adesea suficient de eficiente pentru a face față daunelor În astfel de cazuri, se pune în joc o strategie diferită - și este asociată cu un anumit risc pentru celulă ADN-polimerazele cu replicare foarte precisă sunt oprite atunci când întâlnesc ADN-ul deteriorat, iar în situații critice, celulele folosesc polimeraze de rezervă multifuncționale, dar mai puțin precise, pentru a replica ADN-ul deteriorat Celulele umane conțin mai mult de dintre aceste ADN polimeraze, dintre care unele pot recunoaște anumite tipuri de leziuni ale ADN-ului și pot adăuga în mod specific nucleotidele necesare pentru a restabili secvența originală Restul funcționează la nivelul "ghicirii corecte", mai ales atunci când baza matricei este grav deteriorată Aceste enzime nu sunt la fel de precise ca polimerazele de replicare tipice care copiază o secvență tipică de ADN În primul rând, polimerazelor de rezervă le lipsește funcția de corecție exonucleolitică; în plus, multe dintre ele sunt mult mai puțin pretențioase decât polimeraza de replicare în ceea ce privește alegerea ce nucleotidă să includă prima Poate din acest motiv, fiecărei astfel de molecule de polimerază i se oferă șansa de a adăuga doar una sau câteva nucleotide Deși detaliile acestor reacții fascinante sunt încă în studiu, ele ne oferă dovezi rafinate ale grijii emoționante cu care organismele își mențin integritatea ADN-ului Repararea ADN-ului Repararea rupurilor dublelor este eficientă Deosebit de periculoase sunt leziunile ADN-ului, în care ambele fire ale dublei helix sunt rupte, fără a lăsa un șablon intact, ceea ce ar putea asigura acuratețea reparației Radiațiile ionizante, erorile de replicare, agenții oxidanți și alți produși metabolici produși în interiorul celulei în sine provoacă rupturi de acest fel Dacă astfel de daune ar rămâne nereparate, ele ar duce în curând la fragmentarea cromozomilor în fragmente mai scurte și la pierderea genelor în timpul diviziunii celulare Totuşi, în forja evoluţiei au fost forjate două mecanisme diferite, menite să corecteze daune de acest fel (Fig ) Cel mai ușor de înțeles mecanism este îmbinarea finală neomologă, în care capetele ruperii sunt pur și simplu aduse împreună și reunite prin legarea ADN-ului, de obicei cu pierderea uneia sau mai multor nucleotide la joncțiune (Fig ) Acest mecanism de conexiune finală, care ar putea fi considerat o soluție rapidă pentru rupturile duble-catenari, este destul de comun în celulele somatice de mamifere Deși o modificare a secvenței ADN (mutația) are loc inevitabil la locul defalcării, datorită faptului că o mică parte a genomului mamiferelor codifică proteine, acest mecanism este, evident, o tehnică COMPUS NEOMOLOGIC a) DNAf ÎNCĂPEȘTE RECOMBINAREA OMOLOGICĂ ruptură aleatorie a ADN-ului dublu catenar pierderea de nucleotide din cauza degradării capetelor de rupere cromatide surori pierderea de nucleotide din cauza degradării capetelor de rupere legând capetele lanțurilor ștergerea unei bucăți de ADN procesare break end și recombinare omoloagă eliminarea fără erori a leziunilor ADN folosind informațiile din cromatida soră Orez Două moduri diferite de a repara rupturile duble catenare, a) Îmbinarea capetelor neomoloage modifică secvența originală de ADN atunci când cromozomul rupt este reparat Aceste modificări pot fi fie sub formă de deleții (așa cum se arată), fie de inserții scurte b) Repararea rupurilor duble catenare prin recombinare omoloagă este mai dificilă, dar acest tip de reparare recreează secvența originală de ADN Acest mecanism are loc de obicei după ce ADN-ul a fost duplicat, dar înainte ca celula să se împartă în două Lanțul reacțiilor de recombinare omoloagă va fi discutat în detaliu mai târziu (vezi Figura ) Partea Mecanisme genetice de bază Rupere dublă catenă ADN RECUNOAȘTEREA CAPITURILOR DE PRUZE DE PROTEINE Ki HETERODIMERI PROTEINE AUXILIARE PRELUCRAREA PAUZĂRII ADN-UL SE TERMINĂ SINTEZA REPARAȚII LIMITATE LIGARE ADN-ul reparat, de regulă, pierde nucleotidele A) Orez , Legătura neomoloagă a capetelor, a) Rolul principal îl joacă proteina Ki - un heterodimer care prinde capetele cromozomului rupt Proteinele helper prezentate aici sunt necesare pentru a menține capetele rupte în imediata apropiere în timp ce sunt procesate și eventual unite covalent ) Structura tridimensională a heterodimerului Ki legat la capătul unui fragment de ADN dublu catenar Ki este, de asemenea, necesar pentru rearanjarea V(D)J, un proces specific de recombinare care creează o varietate de anticorpi și receptori de celule T în celulele B și T în curs de dezvoltare (discutat în capitolul ) Mecanismele de rearanjare V(D)J și de îmbinare a capetelor neomolog au multe în comun, dar primul se bazează pe rupturi specifice dublu-catenari produse în mod deliberat de celulă (Imagine adaptată după R Walker, R A Corpina și J Goldberg, Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) soluție lemabilă la problema reuniunii cromozomilor rupti Până la vârsta de de ani, o celulă somatică tipică conține mai mult de de aceste "cicatrici", împrăștiate în genomul său și arătând locurile în care ADN-ul nu a fost reparat cu exactitate prin îmbinarea la capăt neomolog După cum sa menționat mai devreme, structura specializată a telomerilor împiedică ca capetele naturale ale cromozomilor să fie recunoscute greșit ca ADN rupt pentru reparații ulterioare În ADN-ul nou replicat, eliminarea rupurilor duble catenare are loc mult mai precis (Fig , b) Aici, cromatida soră este folosită ca șablon pentru repararea ADN-ului Această reacție este un exemplu de recombinare omoloagă și ne vom uita la mecanismul ei mai târziu în acest capitol Cele mai multe organisme folosesc atât îmbinarea la capăt neomoloage, cât și recombinarea omoloagă pentru a repara rupturile duble-catenari ale ADN-ului Repararea ADN-ului naţiune La om predomină îmbinarea capetelor neomoloage; recombinarea omoloagă este utilizată numai în timpul replicării ADN-ului și la scurt timp după aceasta (în fazele S- și O ), când cromatidele surori pot servi ca șabloane Deteriorarea ADN-ului întârzie ciclul celular După cum tocmai am văzut, celulele conțin numeroase sisteme enzimatice care sunt capabile să recunoască și să repare multe tipuri de daune ADN Datorită importanței menținerii ADN-ului intact și nedeteriorat de la o generație la alta, celulele eucariote au un mecanism suplimentar care maximizează eficiența enzimelor lor de reparare a ADN-ului: întârzie ciclul celular până când repararea ADN-ului este completă După cum este detaliat în Capitolul , buna desfășurare a ciclului celular este menținută de puncte de control, care asigură că pașii succesivi urmează într-o secvență strictă, fără suprapunere La câteva dintre aceste puncte de control, ciclul celular este suspendat dacă este detectat ADN deteriorat Astfel, în celulele de mamifere, prezența leziunilor ADN poate bloca tranziția de la faza Gt la faza S, poate încetini faza S odată ce aceasta a început și poate bloca tranziția de la faza S la faza M Astfel de întârzieri facilitează repararea ADN-ului, permițând ca timpul necesar pentru ca "lucrarea de reparație" să fie finalizată în totalitate Deteriorarea ADN-ului induce, de asemenea, sinteza îmbunătățită a unor enzime de reparare a ADN-ului Importanța mecanismelor speciale de semnalizare care răspund la deteriorarea ADN-ului devine evidentă când se analizează fenotipul persoanelor care se nasc cu defecte ale genei care codifică proteina ATM Acești indivizi dezvoltă sindromul Louis Bar sau ataxie telangiectazie (AT; ataxie telangiectasia), o boală care se manifestă prin atrofia sistemului nervos, predispoziție la cancer și instabilitate genomică Proteina ATM este o kinază mare necesară pentru generarea de semnale intracelulare care răspund la multe tipuri de leziuni spontane ale ADN-ului și, astfel, persoanele cu defecte ale acestei proteine suferă consecințele unei leziuni ADN nereparate Concluzie Informațiile genetice pot fi păstrate intacte doar în secvențele ADN, deoarece o gamă bogată de enzime de reparare a ADN-ului scanează continuu ADN-ul și înlocuiesc orice nucleotide deteriorate Repararea majorității tipurilor de ADN depinde de prezența unei copii separate a informațiilor genetice în fiecare dintre cele două catene ale dublei helix ADN Prin urmare, deteriorarea spontană a uneia dintre fire poate fi excizată de enzima reparatoare, iar firul reparat va fi resintetizat ținând cont de informațiile conținute în șuvița nedeteriorată Majoritatea daunelor de bază ale ADN-ului sunt îndepărtate prin una dintre cele două metode principale de reparare În repararea prin excizie a bazei, baza modificată este îndepărtată de enzima ADN glicozilază, urmată de excizia zaharofosfatului gol În repararea exciziei nucleotidelor, un mic segment al lanțului de ADN care înconjoară deteriorarea este îndepărtat din dubla helix ADN ca oligonucleotidă În ambele cazuri, golul rămas în helixul ADN este umplut prin acțiunea secvenţială a ADN polimerazei și ADN ligazei, folosind ca matriţă o catenă de ADN intactă Partea Mecanisme genetice de bază Unele tipuri de deteriorare a ADN-ului pot fi reparate folosind o strategie diferită - repararea chimică directă a daunei, care este efectuată de proteine de reparare specializate Alte sisteme de reparare critice - bazate fie pe îmbinarea capetelor neomoloage, fie pe recombinare omoloagă - repar rupturile aleatorii duble catene care apar în helixul ADN-ului În majoritatea celulelor, nivelurile crescute de deteriorare a ADN-ului provoacă oprirea ciclului celular, care implică mecanismul punctului de control; această întârziere asigură că deteriorarea ADN-ului este reparată înainte de a începe diviziunea celulară Recombinare omologa În cele două paragrafe anterioare, am discutat despre mecanismele care mențin secvențele de ADN din celule practic neschimbate de la o generație la alta În această secțiune, explorăm un astfel de mecanism, recombinarea omoloagă, mai în profunzime Deși recombinarea omoloagă este foarte importantă pentru repararea cu precizie a rupurilor dublu-catenar (vezi Figura b) și a altor tipuri de leziuni ale ADN-ului, poate, de asemenea, rearanja secvențele ADN, așa cum vom vedea Astfel de rearanjamente modifică adesea variantele specifice de gene prezente într-un anumit genom, precum și timpul și nivelurile de expresie ale acestora Pentru orice populație, variația genetică rezultată din acest și alte tipuri de recombinare genetică este un proces vital pentru a facilita evoluția organismelor ca răspuns la schimbările din mediu Recombinarea omoloagă are multe aplicații în celulă În recombinarea omoloagă (cunoscută și ca recombinare generală), are loc un schimb genetic între o pereche de secvențe de ADN omoloage, adică secvențe de ADN care sunt similare sau identice în secvența de nucleotide Recombinarea omoloagă servește mai multor scopuri în celulă, dar trei linii de acțiune sunt de o importanță capitală Cea mai obișnuită utilizare este în eliminarea precisă a rupurilor duble-catenare, pe care am văzut-o în secțiunea anterioară (Figura b) Deși rupturile dublu-catenari pot fi formate prin expunerea la radiații și agenți chimici, multe sunt produse ale blocării sau perturbării furcilor de replicare a ADN-ului Această aplicare a recombinării omoloage este esențială pentru fiecare celulă în proliferare, deoarece accidentele apar în aproape fiecare rundă de replicare a ADN-ului O varietate de evenimente pot cauza ruperea unei furcuri de replicare în timpul procesului de replicare Luați în considerare doar un exemplu: o rupere cu o singură catenă sau un gol în spirala ADN-ului părinte chiar înainte de bifurcația de replicare Când furculița ajunge la această leziune, se destramă și produce un cromozom fiică rupt și unul intact Cu toate acestea, o serie de reacții de recombinare, care pot începe cu procesul de introducere (invazie) a unei catene, sau de invazie (invazia ștrand), și declanșarea sintezei ADN-ului prin ADN polimerază, pot restabili perfect un cromozom rupt (Fig ) Recombinare omologa Orez , Restaurarea unei furci de replicare distruse prin recombinare omoloagă Când o furcă de replicare în mișcare întâmpină o ruptură cu o singură catenă, aceasta este distrusă, dar poate fi reparată prin recombinare omoloagă După cum se arată în schemă, pentru a iniția procesul de inserție a catenei (invazia catenei), este necesar un capăt ' liber, care se formează sub acțiunea unei nucleaze care hidrolizează catena complementară de la capătul ' Apoi, de îndată ce a avut loc invazia, începe recombinarea, care este prezentată în detaliu în figurile următoare Săgețile arată capetele ' ale catenelor de ADN Catenele de ADN nou sintetizate sunt marcate cu verde - au fost sintetizate după ce furculița de replicare a fost distrusă Rețineți că în acest mecanism, furca ocolește locul de rupere pe matricea originală, folosind o copie intactă a acestei secțiuni ca matrice (Revizuit din M M Cox, Proc Natl Acad Sci USA : - , Prin amabilitatea Academiei Naționale de Științe ) replicare Furcă de rupere cu o singură catenă ADN ' ' (mutarea furcii de replicare ' ' furcă de replicare spartă ' ' ' ' (exonucleaza scindează nucleotidele de la capătul ' - ' ' I lanț introducere ' ' În plus, recombinarea omoloagă este utilizată pentru a face schimb de informații genetice între doi cromozomi diferiți pentru a crea noi combinații de secvențe ADN în fiecare dintre cromozomi Potențialul "beneficiu" evolutiv al acestui tip de amestecare a genelor este că creează o serie de combinații noi, posibil benefice, de gene În timpul meiozei la ciuperci, plante și animale, recombinarea omoloagă joacă, de asemenea, un rol mecanic important, care este de a asigura segregarea cromozomală precisă În această secțiune, luăm în considerare doar sarcinile universale ale recombinării omoloage, care includ repararea leziunilor ADN și medierea schimbului genetic Mai specializat - mecanic - o functie care apare atunci cand cromozomii se separa in timpul meiozei, va fi discutata in capitolul rup lanțul I suplimentar I sinteza ADN ' ' repornirea furcii de replicare RUPAREA BLOCULUI PROCESULUI DE REPLICAȚIE ' ' Înțelegerea actuală a recombinării omoloage ca mecanism critic de reparare a ADN-ului în toate celulele a evoluat lent de la descoperirea sa inițială ca o componentă cheie în procesul specializat de meioză la plante și animale După descoperirea că recombinarea omoloagă are loc și în organisme unicelulare mai puțin complexe, interesul biologilor pentru studiul său a crescut semnificativ Astfel, majoritatea a ceea ce noi Partea Mecanisme genetice de bază Cunosc despre biochimia recombinării genetice, a fost obținut inițial în studiul bacteriilor E coli și al virusurilor care o afectează Au fost apoi efectuate experimente pe eucariote simple, cum ar fi drojdia Când lucrați cu astfel de organisme, care au un timp scurt de schimbare generațională și genomi relativ mici, a devenit posibil să se obțină un set mare de mutanți cu defecte în procesele de recombinare Proteina mutantă a fost apoi identificată în fiecare mutant și în cele din urmă au fost studiate proprietățile sale biochimice Mai târziu, rude apropiate ale acestor proteine au fost descoperite și caracterizate în detaliu la Drosophila, șoareci și oameni Aceste studii arată că procesele fundamentale care catalizează recombinarea omoloagă sunt comune tuturor celulelor, despre care vom discuta acum Recombinarea omoloagă este condusă de interacțiunile de bază complementare între două duplexuri de ADN omoloage Semnul distinctiv al recombinării omoloage este că apare numai între ADN-urile dublu catenare, care au regiuni extinse de asemănare a secvenței (omologie) Nu este surprinzător, această cerință se bazează pe împerecherea bazelor; și două duplexuri (așa-numitele molecule de ADN dublu catenar) de ADN care suferă recombinare omoloagă, verifică secvențele de ADN unul de celălalt, implicând împerecherea în secțiuni extinse ale bazei uneia dintre catenele unui duplex de ADN și baza acestuia catenă complementară din celălalt duplex Pentru ca recombinarea omoloagă să se desfășoare cu succes, corespondența nu trebuie să fie completă, ci trebuie să fie cel puțin foarte apropiată În forma sa cea mai simplă, acest tip de împerechere de baze poate fi imitat într-o eprubetă, unde helixele duble de ADN li se permite să se reformeze din catenele simple separate anterior Acest proces, numit renaturarea ADN-ului sau hibridizare, are loc dacă, ca urmare a unei coliziuni aleatorii rare, secvențele de nucleotide complementare din două catenele simple de ADN care se potrivesc sunt combinate și, ca urmare, un segment scurt al dublei helix este format intre ei Această etapă de inițiere a helixului relativ lentă este urmată de o etapă de "zip up" foarte rapidă, în care regiunea cu dublu helix se extinde pentru a maximiza numărul de perechi de baze (Figura ) Pentru formarea unei noi duble helix în acest fel, este necesar ca firele recoapte (hibridate) să fie într-o conformație deschisă, desfășurată Din acest motiv, reacţiile de hibridizare in vitro sunt efectuate fie la temperatură ridicată, fie în prezenţa unui solvent organic cum ar fi formamida; în astfel de condiții, spiralele scurte în ac de păr sunt "topite", care se formează ca urmare a interacțiunilor dintre baze complementare din cadrul aceluiași lanț, ceea ce duce la închiderea circuitului pe sine Majoritatea celulelor nu pot supraviețui unor astfel de condiții dure și, în schimb, folosesc proteine de legare la ADN monocatenar (vezi pagina ) pentru a rupe elicele acelor de păr Proteinele de legare la ADN monocatenar sunt importante pentru replicarea ADN-ului (așa cum s-a descris anterior), precum și pentru recombinarea omoloagă; se leagă puternic și cooperant Recombinare omologa interacțiuni necomplementare interacțiuni complementare RAPID ÎN "ZUPNING FULGER" cu NUCLEA DE V HILICULAR / am A E D A EI A ÎN CU D E Orez , Hibridarea ADN-ului Helixul dublu și ADN-ul sunt re-formate din catene separate într-o reacție care depinde de ciocnirea aleatorie a două catene complementare de ADN Marea majoritate a unor astfel de ciocniri nu vor fi productive, așa cum se arată în stânga, dar unele, deși puține, dau o regiune scurtă în care s-au format perechi de baze complementare (nucleare sau helix) Apoi, un "zipping" rapid duce la formarea unui dublu helix complet În acest fel, prin "încercare și eroare", lanțul ADN își găsește un partener complementar chiar și între milioane de lanțuri ADN care nu îi corespund pozitiv cu coloana vertebrală zahăr-fosfat a tuturor regiunilor monocatenar ale ADN-ului și păstrați-le într-o conformație întinsă cu bazele expuse (vezi Fig și ) Într-o astfel de conformație extinsă, o singură catenă ADN poate interacționa eficient fie cu baze complementare, fie cu molecule de nucleozide trifosfat (în timpul replicării ADN-ului) sau cu un segment complementar al altei catene simple ADN (ca parte a procesului de recombinare genetică) Ca urmare a hibridizării ADN-ului, se creează o regiune helix, formată din catene care provin din două molecule diferite de ADN Formarea unei astfel de regiuni, cunoscută sub numele de heteroduplex, este o etapă importantă în orice proces de recombinare omoloagă Deoarece cea mai mare parte a ADN-ului dintr-o celulă este dublu catenară, modelul eprubei de hibridizare a ADN-ului nu poate explica pe deplin cum are loc acest proces în celulă Într-adevăr, sunt necesare mecanisme speciale pentru a declanșa recombinarea omoloagă între două molecule de ADN dublu catenar cu secvențe de nucleotide similare Participanții extrem de importanți la aceste mecanisme sunt proteinele care permit hibridizarea ADN-ului în celulă prin introducerea unei catene (invazia catenei) - împerecherea unei secțiuni de ADN monocatenar cu o catenă complementară într-un alt ADN dublu helix - așa cum vom descrie de mai jos Proteina RecA și omologii săi facilitează împerecherea monocatenarii ADN cu regiunea omoloagă a dublei helix ADN Deoarece interacțiunile de perechi de baze complementare la scară largă nu pot avea loc între două catene duble de ADN intacte, hibridizarea ADN-ului, care este critică pentru recombinarea omoloagă, poate începe doar după o singură catenă de ADN Partea Mecanisme genetice de bază va fi eliberat de împerechere cu catena sa complementară și, astfel, nucleotidele sale vor deveni disponibile pentru interacțiunea complementară cu a doua catenă de ADN În exemplul prezentat anterior în fig , o astfel de catenă simplă liberă se formează atunci când furca de replicare se sprijină pe o rupere a ADN-ului, se destramă (creând un nou capăt dublu catenar), iar exonucleaza degradează capătul ' al ruperii, lăsând capătul său ' nepereche În alte aplicații ale recombinării omoloage, regiunile cu un singur catenar sunt create în moduri similare, care vor fi discutate mai târziu Catenul unic de la capătul ' al ADN-ului este afectat de mai multe proteine specializate care direcţionează invazia sa în duplexul ADN omolog Prima ca importanță este proteina RecA (numele ei în E coli) și omologul său Rad (numele său în organismele aproape tuturor eucariotelor) (Fig ) La fel ca proteina de legare a ADN-ului monocatenar, proteina RecA se leagă strâns de ADN-ul monocatenar sub formă de clustere cooperante extinse, formând astfel un filament nucleoproteic Deoarece fiecare monomer RecA are mai mult de un situs de legare la ADN, o catenă de proteine RecA poate ține împreună ADN-ul monocatenar și dubla helix ADN (Figura ) Acest aranjament reciproc permite proteinei RecA să catalizeze reacția de sinapsă a ADN-ului în mai multe etape care are loc între dubla helix ADN și regiunea omoloagă a ADN-ului monocatenar În prima etapă, proteina RecA împletește ADN-ul monocatenar cu duplexul de ADN într-o manieră independentă de secvență Catenul unic de ADN "caută" apoi în duplex secvențe omoloage Nu se știe exact cum are loc această căutare și recunoașterea finală a bazei, dar poate implica formarea pe termen scurt a perechilor complementare între b) Orez , Structura filamentelor formate din proteine RecA și Rad și ADN a) Proteina Rad , un omolog uman al proteinei bacteriene RecA, este asociată cu ADN monocatenar Trei monomeri proteici succesivi din acest filament elicoidal sunt colorați, b) Segment scurt al filamentului RecA: Structura tridimensională a proteinei RecA este suprapusă imaginii filamentului, a cărui structură a fost determinată prin microscopie electronică Pentru o rotație a helixului, există aproximativ șase monomeri RecA reținți în nucleotidele ADN-ului monocatenar, care este întins de proteină Configurația exactă a ADN-ului în această structură nu este cunoscută (Imaginea cu amabilitatea lui Edward Egelman; imaginea b adaptată după H Yu și colab , J Mol Biol : - , Prin amabilitatea Academic Press ) A) Recombinare omologa Orez , Sinapsa ADN catalizată de proteina RecA Experimentele in vitro arată că se formează mai multe tipuri de complexe între o singură catenă de ADN (roșu) acoperită cu proteina RecA (albastru) și un dublu helix de ADN (verde) La început este un complex nepereche, care este transformat într-o "moleculă legată" de îndată ce se găsește o secvență omoloagă Acest complex este dinamic și desfășoară heteroduplexul ADN (o catenă este verde, cealaltă este roșie) plus o singură catenă (verde) deplasată din helixul original Astfel, structura prezentată în această diagramă se deplasează spre stânga, atragând "ADN-ul de intrare" și eliberând "ADN-ul de ieșire" (Revizuit din S C West, Appi Rev Biochem : - , Prin amabilitatea Anniial Reviews ) bazele unui singur fir și bazele care ies în afară din duplex ADN (vezi Figura ) Odată ce a fost găsită o secvență omoloagă și ea locație stabilită, are loc invazia: un singur fir deplasează unul dintre șuvițele duplex, deoarece formează perechi de baze regulate cu cealaltă șuviță În cele din urmă, se formează un heteroduplex - o regiune a dublei helix ADN formată prin interacțiunea complementară a bazelor a două catene de ADN care au fost inițial părți din două molecule de ADN diferite (vezi Fig ) Căutarea omologiei și introducerea unei singure catene într-un duplex ADN sunt reacțiile cheie care declanșează recombinarea omoloagă Acestea necesită, pe lângă proteinele de tip RecA și proteinele monocatenar de legare la ADN, prezența mai multor proteine cu funcții specializate De exemplu, proteina Rad înlocuiește proteinele de legare cu o singură catenă, asigurând astfel inserția moleculelor Rad și, în plus, induce recoacerea lanțurilor unice complementare ( ) Orez , Structura unei porțiuni a proteinei Rad a) Această structură asemănătoare baghetei constă din subunități, b) ADN-ul monocatenar este "așezat" în interiorul unui canal profund care trece de-a lungul suprafeței proteinei Bazele ADN sunt expuse Probabil, această configurație mediază recoacerea a două lanțuri simple complementare (Adaptat după M R Singleton et al , Proc Natl Acad Sci USA : - , Prin amabilitatea Academiei Naționale de Științe) ) Partea Mecanisme genetice de bază O regiune heteroduplex scurtă se formează în punctul în care catenul unic invadator s-a împerecheat cu ADN-ul său complementar în duplex și adesea crește foarte mult în lungime într-un proces numit migrarea punctului de ramificare, despre care vom discuta acum Odată ce reacția de invazie a avut loc, punctul de schimb de filament ("punctul de ramificație") se poate deplasa printr-un proces numit migrare a ramurilor ( ) În timpul acestei reacții, regiunea nepereche una dintre catenele simple deplasează regiunea pereche a celeilalte catene simple, deplasând punctul de ramificare fără a modifica numărul total de perechi de baze ADN Deși poate să apară migrarea spontană a punctului de ramificare, aceasta are loc în același mod în ambele direcții, astfel încât în general punctul nu se mișcă deloc mult (Figura a) Cu toate acestea, helicazele ADN specializate sunt capabile să catalizeze migrarea unidirecțională a punctului de ramificare, formând cu ușurință o regiune de ADN heteroduplex care poate avea o lungime de mii de perechi de baze (Fig b) Într-o reacție similară, sinteza ADN catalizată de ADN polimeraza poate conduce un proces de migrare unidirecțională a punctului de ramificare prin care ADN-ul nou sintetizat este deplasat ca o singură catenă, mimând modul în care o catenă de ARN nou sintetizată este eliberată de ARN polimeraza Această formă de sinteză a ADN-ului pare să fie folosită în mai multe ' punct de ramificare ' & ІІІІSHSHІІSH ' ІІНІІІІІІ ' II ' shshshsh ІІІІІІІІІІІІІІІІ lui I" și W W II a) MIGRAREA SPONTANĂ A PUNCTULUI DE DIRECŢIA ' punct de ramificare ѵг іха w ' ' ' ' ' [SHSHPPSHPPSHPShPSh ' direcția de migrare a ramurilor b) MIGRAȚIA PENTRU PRINCIPALA DIRIJATĂ DE PROTEINE Orez , Două tipuri de migrare a punctelor de ramificare care au loc în moleculele de ADN în experimente vitro /L a) Migrarea spontană a unui punct de ramificație este un proces de mers aleator alternativ și, prin urmare, progresul său pe o scară de distanță lungă este foarte mic b) Migrarea punctului de ramificare determinată de proteine necesită energie și mișcă punctul de ramificare cu o rată constantă într-o direcție Recombinare omologa unele procese de recombinare omoloagă, inclusiv procesele de eliminare a rupurilor duble catene, care vor fi descrise mai jos Recombinarea omologa poate repara impecabil rupturile ADN-ului dublu catenar Mai devreme, în acest capitol, am discutat despre problemele înspăimântătoare pe care le prezintă rupturile duble catene ale ADN-ului și am văzut că celulele pot repara astfel de rupturi în două moduri Unirea finală neomologă (vezi Fig ) are loc fără participarea unui șablon și creează o mutație în regiunea în care sunt legate două duplexuri de ADN În plus, acțiunea sa poate reuni accidental segmente de la doi cromozomi diferiți și, prin urmare, poate efectua translocații cromozomiale, dintre care multe au consecințe grave pentru celulă Spre deosebire de îmbinarea finală neomoloagă, recombinarea omoloagă poate repara cu precizie rupturile duble-catene fără nicio pierdere sau modificare a nucleotidelor la locul de reparare (Figura ) În majoritatea celulelor, repararea mediată de recombinare a rupurilor duble catenare are loc numai după ce celula își replic ADN-ul și, prin urmare, unul dintre duplexurile ADN-ului fiice cele mai apropiate poate servi ca șablon pentru repararea celui de-al doilea Recombinarea omoloagă poate fi folosită și pentru a repara multe alte tipuri de leziuni ale ADN-ului, ceea ce îl face poate cel mai versatil mecanism de reparare a ADN-ului din arsenalul celulei; Natura "multifuncțională" a reparării recombinării explică probabil de ce mecanismul său și proteinele care o conduc au rămas conservate în aproape toate celulele de pe Pământ Celulele reglează cu atenție cât de mult folosesc recombinarea omoloagă pentru a repara ADN-ul Deși recombinarea omoloagă rezolvă în mod inteligent problema reparării cu acuratețe a rupurilor duble-catenari și a altor tipuri de deteriorare a ADN-ului, ea prezintă, de asemenea, un anumit pericol pentru celulă și, prin urmare, trebuie să fie strict reglementată De exemplu, o secvență de ADN dintr-un omolog cromozomial poate deveni inactivă din punct de vedere funcțional atunci când este "reparată" folosind un alt omolog cromozomial ca șablon Pierderea acestui tip de heterozigote este adesea factorul decisiv în formarea cancerelor (care vor fi discutate mai detaliat în capitolul ), iar celulele au (încă puțin înțelese) mecanisme speciale pentru a-l minimiza Deși pierderea heterozigozității este relativ rară în celulele normale, poate fi văzută ca un efect secundar nedorit al multifuncționalității recombinării omoloage Un alt tip de "supraveghere" a reparației recombinării, care are loc în aproape toate celulele eucariote, previne "repararea" bazată pe recombinare în absența deteriorării ADN-ului Enzimele care catalizează repararea recombinațională sunt de obicei produse la niveluri relativ ridicate la eucariote și sunt dispersate în tot nucleul Ca răspuns la deteriorarea ADN-ului, ei călătoresc rapid la locurile de deteriorare și în cele din urmă formează "fabrici de reparații" care repară multe dintre daunele ADN (Figura ) O mobilizare atât de urgentă a proteinelor de reparare a ADN-ului deteriorat Partea Mecanisme genetice de bază Rupere dublă catenă ADN ' ' ' ' cromatide surori exonucleaza distruge capetele b' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' I lanț introducere * punct de ramificare ' ' Sinteza ADN și migrarea punctelor de ramificație ' ' ' ' ' ' ' ' migrare continuă a punctului de ramificație, urmată de împerecherea ADN-ului nou sintetizat cu catena superioară și sinteza ADN-ului catenei superioare ' ' I Ligarea ADN-ului ' ' ' ' REPARAȚIA PRECISĂ A ADN-ULUI DUBLU CATEN Orez , Mecanism pentru repararea unei ruperi dublu-catene prin recombinare omoloagă Aceasta este metoda preferată pentru repararea rupurilor ADN-ului dublu catenar care apar la scurt timp după ce ADN-ul a fost replicat și cele două cromatide surori sunt încă atașate una de cealaltă Acest proces implică multe dintre aceleași proteine ca cele prezentate în Fig și trece prin aceleași pași intermediari de bază În general, recombinarea omoloagă poate fi privită ca o serie flexibilă de reacții, al căror curs exact diferă de la caz la caz De exemplu, lungimea plasturelui de reparare poate varia mult în funcție de gradul de procesare ', migrarea punctului de ramificare și sinteza ADN-ului nou (Vezi M McVey, J LaRocque, M D Adams și J Sekelsky, Proc Natl Acad Sci USA : - , ) Recombinare omologa Orez , Un experiment care demonstrează mobilizarea rapidă a proteinelor de reparare la locurile de ruptură dublu catenară a ADN-ului Fibroblastele umane au fost supuse iradierii cu raze X pentru a crea rupturi duble catenare ale ADN-ului Înainte ca razele X să atingă celulele, acestea au fost trecute printr-o rețea microscopică cu "benzi" care absorb razele X la distanță de µm Ca rezultat, s-a format un model cu benzi de deteriorare a ADN-ului, care a făcut posibilă compararea ADN-ului deteriorat și nedeteriorat din același nucleu, a) Tot ADN-ul din nucleul fibroblastului colorat cu colorant DAPI b) Locurile de sinteză a ADN-ului nou, manifestate prin încorporarea BrdU (analog de timină) și colorarea ulterioară cu anticorpi legați de FITC la BrdU c) Acumularea complexelor Mrell la locurile de deteriorare a ADN-ului observate cu colorant roșu Texas conjugat cu anticorpi la subunitatea Mrell S-a sugerat că complexul Mrell recunoaște inițial rupturile duble-catenari în celulă și apoi mobilizează proteine suplimentare pentru a "vindeca" rupturile prin recombinare omoloagă (vezi Fig ) Preparatele a, biv au fost tratate cu coloranți la de minute după iradiere (Adoptat de la W E Nelms et al , Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) µm este în mod clar controlat de celulă și necesită o serie de proteine auxiliare Două dintre ele, proteinele Brca și Brca , au fost descoperite pentru prima dată deoarece mutațiile în genele lor duc la o creștere bruscă a incidenței cancerului de sân În același timp, ștergerea unei proteine necesară pentru recombinarea omoloagă (cum ar fi proteina umană Rad ) va ucide celula și o modificare a oricărei proteine accesorii poate reduce eficiența reparării Ca urmare, acumularea de deteriorare a ADN-ului într-o proporție mică de celule poate da naștere la cancer Proteina Brca se leagă de proteina Rad , împiedicând polimerizarea acesteia pe ADN și menținându-l astfel într-o formă inactivă Se crede că proteina Brca ajută la livrarea rapidă a proteinei Rad la locurile de deteriorare și la eliberarea acesteia deja într-o formă activă Vom vedea în capitolul că atât prea multă, cât și prea puțină recombinare omoloagă la oameni pot duce la cancer, prima prin pierderea heterozigozității, iar cea din urmă prin ratele crescute de mutație din cauza ineficienței reparării ADN-ului Este clar că în creuzetul evoluției s-a forjat un mecanism sensibil care ține acest proces sub control în cazul ADN-ului intact și, în același timp, îi permite să acționeze eficient și rapid atunci când ADN-ul este deteriorat De asemenea, bacteriile reglează cu atenție activitatea enzimelor responsabile de recombinarea și repararea ADN-ului, dar acest lucru se întâmplă în principal prin controlul nivelurilor lor de concentrație în interiorul celulei Ca răspuns la deteriorarea severă a ADN-ului, E coli crește transcripția multor enzime de reparare a ADN-ului, ca parte a așa-numitului răspuns SOS, sau reparare Printre acestea se numără enzimele reparatoare care funcționează prin mecanismul de excizie a nucleotidelor; fix - romdeoxiuridină - Aprox pe Izotiocianat de fluoresceină - Aprox pe Partea Mecanisme genetice de bază ADN polimeraze corectoare de erori, care sunt capabile să folosească ADN-ul deteriorat ca șablon; și proteine care mediază recombinarea omoloagă Studiile asupra bacteriilor mutante cu perturbarea diferitelor componente ale reparației SOS arată că proteinele nou sintetizate au două efecte În primul rând, așa cum era de așteptat, inducerea unor astfel de enzime suplimentare de reparare a ADN-ului crește supraviețuirea celulelor după deteriorarea ADN-ului În al doilea rând, câteva dintre proteinele inductibile măresc tranzitoriu rata de mutație, crescând numărul de erori făcute la copierea secvențelor de ADN Aceste erori se datorează producției de ADN polimeraze de fidelitate scăzută care pot folosi eficient ADN-ul deteriorat ca șablon pentru sinteza ADN-ului În timp ce această reparare a ADN-ului "supusă la erori" poate fi dăunătoare celulelor bacteriene individuale, ea pare a fi benefică pe termen lung, deoarece generează o explozie de variație genetică în populația bacteriană care crește probabilitatea unei celule mutante mai bine adaptate la supraviețuire într-un mediu schimbat Recombinarea omoloagă poate fi considerată ca o serie de reacții interconectate care utilizează inserția unui singur catenar, migrarea punctului de ramificare și sinteza limitată a ADN-ului pentru a schimba ADN-ul între două elice duble cu secvențe de nucleotide similare După ce am discutat despre contribuția recombinării omoloage la acuratețea reparării ADN-ului deteriorat, ne întoarcem acum la aceasta ca un mijloc de a crea molecule de ADN cu o nouă secvență Acest proces produce adesea un intermediar ADN special care conține patru catene de ADN împărțite între două catene de ADN În acest intermediar cheie, cunoscut sub numele de joncțiune Holliday, format în timpul unui schimb de catenele încrucișate, doi parteneri de schimb încrucișat de ADN duble helix Structura Holliday poate lua multe conformații, iar un set special de proteine de recombinare se leagă de izomerul deschis, simetric și astfel îl stabilizează ( ) Folosind energia hidrolizei ATP pentru coordonând reacțiile de migrare ale celor două ramuri, aceste proteine pot muta rapid punctul în care ambele catene de ADN sunt conectate de-a lungul acestor două catene ( ) Structurile ADN cu patru catete formate în cursul recombinării omoloage sunt prezente în celule doar pentru o perioadă scurtă de timp În felul în care formă deschisă Orez , Structură de vacanță Structura formată inițial este de obicei descrisă cu două fire care se intersectează (interioare) și două fire care nu se încrucișează (exterioare) Ca rezultat al izomerizării structurii Holliday, se formează o structură deschisă, simetrică Aceasta este forma la care sunt asociate proteinele RuvA și RuvB (vezi Figura ) Structura lui Holliday a fost numită după omul de știință care a sugerat pentru prima dată formarea ei Recombinare omologa SE MUTA IN SE MUTA SE MUTA SE MUTA IN Orez , Migrarea catalizată enzimatic a unui punct de ramificare dublă în structura Holliday La E coli, un tetramer al proteinei RuvA (verde) și doi hexameri ai proteinei RuvB (gri pal) sunt asociați cu o structură deschisă Proteina RuvB, care seamănă cu helicazele hexamerice implicate în replicarea ADN-ului (fig punctul de încrucișare al catenelor de ADN pereche, extinzând astfel regiunea heteroduplex, așa cum se arată în figură (Imaginea prin amabilitatea lui P Artymiuk; modificat din C West, Cell : - , Cu permisiunea lui Elsevier ) pentru a repara două catene separate de ADN și, prin urmare, a finaliza procesul de recombinare, catenele care leagă aceste două catene în structura Holliday trebuie în cele din urmă să fie tăiate, proces care a fost numit rezoluție La bacterii, unde înțelegem cel mai bine acest proces, o endonuclează specializată (numit RuvC) scindează structura Holliday, lăsând tăieturi în ADN pe care ADN-ligaza le poate repara cu ușurință Cu toate acestea, în timpul proceselor meiotice, în timpul cărora celulele germinale se formează la eucariote (la animale, acestea sunt spermatozoizi și ouă), mecanismele de "rezoluție" par a fi mult mai complicate După cum va fi discutat în capitolul , recombinarea omoloagă extinsă are loc ca parte integrantă a procesului prin care cromozomii sunt distribuiți celulelor germinale în timpul meiozei Rezultatul unor astfel de evenimente de recombinare este atât încrucișarea, sau încrucișarea (încrucișarea) cromozomilor, cât și conversia genelor (concernirea genelor), dând cromozomi hibrizi care conțin informații genetice de la omologii materni și paterni ( , a) După cum vom vedea mai târziu, în timpul meiozei, atât încrucișarea, cât și conversia genelor sunt generate de mecanisme de recombinare omoloagă care sunt în esență similare cu cele utilizate pentru repararea rupurilor dublu-catenar Recombinarea meiotică este declanșată de o rupere dublu-catenar programată Recombinarea omologa în timpul meiozei începe cu un pas decisiv: o proteină specializată (numită Spol în drojdia în devenire) se rupe Partea Mecanisme genetice de bază celulă diploidă cu o pereche de cromozomi omologi DUBLAREA CROMOZOMILOR ŞI MEIOZA Meioza produce celule haploide cu cromozomi care s-au încrucișat Orez , Încrucișarea cromozomilor în timpul meiozei Meioza este procesul prin care o celulă diploidă dă naștere la patru celule germinale haploide, așa cum va fi descris mai detaliat în capitolul Intrarea meiozei produce celule germinale în care informația genetică paternă și maternă (roșu și albastru) a fost redistribuit ca urmare a încrucișării cromozomilor În plus, apar multe regiuni scurte de conversie a genelor, așa cum se arată în figură ambele catene ale ADN-ului dublu helix într-unul dintre cromozomii recombinați După reacția Spoll cu ADN, această proteină, ca și topoizomeraza, rămâne legată covalent de ADN-ul rupt (vezi Figura ) O nuclează specializată prelucrează apoi rapid capetele legate de proteina Spoll, eliminând-o din ele și lăsând capete ' monocatenar proeminente, numite adesea joncțiune dublă Holliday sau structură dublă ( ) Deși meioza folosește unele dintre aceleași proteine care funcționează în repararea rupurilor duble catene, aici aceste proteine sunt direcționate de mai multe proteine specifice meiozei pentru a-și îndeplini sarcinile într-un mod ușor diferit, prin care produc diferiți intermediari ADN (vezi Fig și Fig ) O altă diferență importantă este că, în meioză, recombinarea are loc de preferință între omologii cromozomiali materni și paterni, mai degrabă decât între duplexurile de ADN identice, nou replicate, care se împerechează în timpul reparației ruperii duble-catenari Există două moduri diferite de a rezolva structura dublă intermediară Holliday, acestea fiind prezentate în Fig , În cel mai simplu caz conceptual ("fără încrucișare"), perechile de fire care se intersectează sunt tăiate în ambele structuri Holliday în același mod, astfel încât ambele elice se separă una de alta într-o formă neschimbată - cu excepția zonei dintre cele două Structuri Holliday (vezi Fig , stânga; în această regiune, fiecare dintre elice conține o regiune heteroduplex scurtă adiacentă unei regiuni homoduplex creată prin sinteza ADN) Dacă, pe de altă parte, ambele structuri Holliday se rezolvă în mod opus (una se împarte în perechea originală Recombinare omologa CROMOZOMI OMOLOGICI PERECHE STRUCTURA DUBLA HALLDAY ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '-END L ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' EXONUCLEASE EXPUNE SINGLE-STRANDED TĂIERE UN CROMOZOM INTRODUCEREA LANTULUI COMBINA CROMOZOMI ' ' ' ' proteină Spo sinteza ADN-ului atașarea unei proteine de tip RecA pentru schimbul de lanț complex de nuclează Mre ' ' ' sinteza ADN-ului în curs urmată de ligatura catenelor ' ' I CĂI ALTERNATIVE ' ' \- ' eu '~"T" SĂGĂGILE INDICĂ LA PUNCTE DE RUPE ADN ♦ eu ' ' ' ' cromozomi care nu au trecut peste cromozomi care s-au încrucișat Orez , Recombinarea omologă în timpul meiozei poate duce la trecerea După ce proteina Spoll specifică meiozei și complexul Mrell rup duplexul ADN și procesează capete, recombinarea omoloagă are loc prin structura dublă Holliday Multe dintre operațiile secvențiale care au ca rezultat trecerea cromozomilor în timpul meiozei sunt similare cu cele utilizate de celulă pentru a repara rupturile duble-catenari (Figura ) Cu toate acestea, în meioză, acest proces este strâns cuplat cu alte evenimente meiotice și este dirijat de proteine precum Spoll, care sunt produse numai în celulele meiotice Partea Mecanisme genetice de bază lanțuri care se intersectează, iar al doilea pe lanțuri care nu se intersectează), rezultatul are consecințe mult mai profunde În acest tip de rezoluție ("încrucișare"), porțiunile fiecărui cromozom care se află deasupra și dedesubtul acestor două structuri Holliday sunt inversate, rezultând doi cromozomi recombinanți, produsele încrucișării (vezi Fig , dreapta) cromozomi numiți "încrucișări" sau "cromozomi încrucișați" - din engleză, "încrucișări" - Notă, ed ) Relativ puține dintre rupturile duble-catenare mediate de Spoll duc la încrucișare; majoritatea ( % la oameni, de exemplu) rezolvă fără ea Nu se știe încă cum se face această alegere, dar este destul de evident că apare devreme - în procesul de recombinare, chiar înainte de formarea structurilor Holliday Relativ puțini produse de încrucișare care sunt totuși formate sunt distribuite peste cromozomi în așa fel încât prezența lor într-o poziție inhibă cumva trecerea în regiunile învecinate Acest mecanism de reglementare curios, dar prost înțeles, numit control de încrucișare, poate garanta o distribuție aproximativ uniformă a site-urilor de încrucișare între cromozomi În multe organisme, aproximativ două locuri de încrucișare pe cromozom apar în timpul fiecărui eveniment meiotic, câte unul pe fiecare braț După cum va fi discutat mai detaliat în Capitolul , aceste regiuni joacă un rol important la nivel mecanic - ele sunt implicate în separarea corectă a cromozomilor în timpul meiozei Indiferent dacă evenimentul de recombinare meiotică este rezolvat prin încrucișare sau nu, motorul de recombinare lasă în urmă o regiune heteroduplex în care catena din omologul patern este împerecheată complementar cu bazele catenei din omologul matern ( ) În asemenea geteuri În regiunile rhoduplex, care se extind adesea pe mii de perechi de baze, este tolerată o mică proporție de perechi de baze necomplementare În meioză, datorită numeroaselor evenimente care apar fără încrucișare, aceste regiuni heteroduplex formează regiuni împrăștiate în celulele liniei germinale în care secvențe scurte de ADN de la un omolog au fost inserate într-un alt omolog Și în toate cazurile marchează locuri de conversie potențială a genelor, adică regiunile în care cei patru cromozomi haploizi formați în timpul meiozei conțin trei copii ale unei secvențe scurte de ADN de la un omolog și doar o copie a acestei secvențe de la un alt omolog (vezi Fig ), așa cum vom explica acum Orez , Heteroduplexurile formate în timpul meiozei ADN-ul heteroduplex este prezent la situsurile de recombinare care sunt rezolvate fie prin încrucișare, fie nu Recombinare omologa Recombinarea omologa duce adesea la conversia genelor Toate organismele care se reproduc sexual respectă legea fundamentală a geneticii conform căreia fiecare părinte aduce o contribuție genetică egală la descendenți, care moștenesc un set complet de gene nucleare de la tată și un set complet de gene nucleare de la mamă Această lege se bazează pe o distribuție foarte precisă a cromozomilor între celulele germinale (ovule și spermatozoizi) care are loc în timpul meiozei Astfel, atunci când o celulă diploidă trece prin meioză pentru a produce patru celule germinale haploide (discutate în capitolul ), exact jumătate din genele distribuite peste aceste patru celule trebuie să fie materne (genele pe care celula diploidă le-a moștenit de la mama sa), iar a doua jumătate este paternă (genele pe care celula diploidă le-a moștenit de la tatăl său) În unele organisme (ciuperci, de exemplu), este posibil să se recreeze și să se analizeze toți cei patru gameți haploizi produși dintr-o singură celulă în timpul meiozei În studiul unor astfel de organisme, s-au găsit cazuri rare când distribuția genelor încalcă legile standard ale geneticii Uneori, de exemplu, meioza produce trei copii ale variantei materne a unei gene și doar o copie a alelei paterne (vezi Figura ) Variantele alternative ale aceleiași gene sunt numite alele, iar abaterea de la distribuția lor așteptată în timpul meiozei se numește conversie genică sau conversie genică (conversie genică) Studiile genetice arată că numai porțiuni mici de ADN suferă de obicei conversie genică și, în multe cazuri, doar o parte a unei gene este modificată Conversia genelor poate fi cauzată de mai multe procese care au loc în celulă În primul rând, sinteza ADN-ului care însoțește etapele timpurii ale recombinării omoloage va produce regiuni cu structură Hollyday dublă în care trei copii ale secvenței sunt prezente pe un singur omolog (vezi firele verzi din partea de jos a Figurii ); aceste regiuni vor forma locurile de conversie a genelor În plus, dacă cele două catene care alcătuiesc regiunea heteroduplex nu conțin secvențe de nucleotide identice, vor apărea baze nepotrivite Aceste erori pot fi corectate prin sistemul de corectare a erorilor de împerechere al celulei, descris mai devreme (vezi Figura ) Cu toate acestea, atunci când sistemul de "corecție" este utilizat în timpul recombinării, acesta nu face nicio distincție între firele părinte și mamă și va alege aleatoriu ce fir să repare Rezultatul unei astfel de reparații va fi o alele pierdute, dar a doua va fi reprezentată de două copii (Fig ), ceea ce va duce la "transformarea" (conversia) reală a unei alele în alta Astfel, conversia genelor, privită inițial ca o abatere mistică de la regulile geneticii, poate fi considerată o consecință directă a funcționării mecanismelor recombinării omoloage și reparației ADN-ului Sistemul de corectare a erorilor de împerechere previne recombinarea aleatorie între două secvențe de ADN care nu se potrivesc Deci am aflat că recombinarea omoloagă se bazează pe împerecherea catenelor de ADN complementare (sau aproape complementare) care inițial Partea Mecanisme genetice de bază heteroduplexul format în timpul meiozei se întinde pe regiunea genei X, în care alelele roșii și albastre diferă eu ■ ІІІІІІ" "CHI ІІ І"^I"- ■" | ÎN TIMPUL CORECTĂRII ERORILOR DE PERECHIE, O PARTE A LANȚULUI ALELEI ALBASTRĂ ESTE DECUPATĂ SINTEZA ADN-ului PENTRU UMPLIREA PAUZEI ACEASTA VA CREA O COPIE SUPLIMENTARĂ A ALELEI ROSII A GENEI X -gena X Orez , Conversia genelor datorită corectării erorilor de împerechere În acest proces, se formează un ADN heteroduplex la locurile de recombinare omoloagă între cromozomii matern și patern Dacă secvențele de ADN matern și patern sunt ușor diferite, atunci regiunea heteroduplex va include mai multe perechi de baze necomplementare, care pot fi corectate ulterior prin mașini de nepotrivire ADN (vezi Figura ) O astfel de "ajustare" poate "șterge" nucleotidele fie pe catena paternă, fie pe cea maternă Consecința eliminării erorilor de împerechere va fi conversia, care se găsește ca o abatere de la divergența unui număr egal de copii ale alelelor materne și paterne, care apare de obicei în meioză aparțineau unor duplexuri de ADN diferite Dar ce determină acuratețea corespondenței lor? Acest lucru este deosebit de important pentru evenimentele de recombinare, care sunt rezolvate prin trecere De exemplu, genomul uman conține multe seturi de secvențe de ADN strâns legate și dacă ar putea avea loc încrucișarea între toate, celula ar fi pur și simplu în haos Deși nu înțelegem pe deplin modul în care celulele împiedică încrucișarea nedorită, știm că componentele aceluiași sistem de corecție a erorilor de împerechere care corectează erorile de replicare (vezi Fig ) și sunt implicate în conversia genelor (vezi Fig ) efectuează un alt sistem funcția - pentru a întrerupe recombinarea genetică între secvențele de ADN care nu se potrivesc Se crede că sistemul de corectare a erorilor recunoaște de obicei bazele nepotrivite în timpul schimbului inițial de fire și - dacă nepotrivirile sunt semnificative - previne etapele ulterioare (în special migrarea punctelor de ramificare) care conduc la trecerea Se crede că acest tip de reparare prin recombinare previne evenimentele aleatorii de recombinare care altfel ar transforma întregul genom uman într-o mizerie inestetică ( ) S-a sugerat (deși controversat) că corecția recombinării ajută la păstrarea integrității speciilor, în special în rândul bacteriilor, prin blocarea schimbului genetic între speciile strâns înrudite De exemplu, genomul E coli și Salmonella typhimurium sunt identici în proporție de % în secvențele de nucleotide și, totuși, această etapă corectivă blochează recombinarea dintre genomii lor Recombinarea omologă (numită și recombinare generală) degenerează în transferul de informații genetice între regiunile a două elice duble ADN cu o secvență de nucleotide similară Acest proces este important pentru repararea fără erori a leziunilor cromozomilor din toate celulele, precum și pentru trecerea cromozomilor care are loc în timpul meiozei Evenimentul de recombinare este condus de un set specializat de proteine Cu toate că Recombinare omologa secvențe repetate similare, dar nu identice DETECȚIA ERORII DE PERECHIE DE BAZĂ TERMINĂ RECOMBINAREA DACĂ CORECTIA NU REUSITE, RECOMBINAREA CONTINUA CROSSINGOVER NU CROSSINGOVER Orez , Un mecanism care, în timpul recombinării generale, previne destabilizarea unui genom care conține secvențe repetitive Componentele sistemului de corectare a erorilor de asociere prezentate schematic în fig au o funcție suplimentară: să recunoască "perechile greșite" și să prevină recombinările nereușite Dacă unei astfel de recombinări i se oferă libertate completă, aceasta va duce la deleții (stânga) sau la conversia genelor (dreapta), iar apoi informațiile uneia dintre repetările originale se vor pierde Deoarece recombinarea poate avea loc oriunde în molecula de ADN, o condiție necesară pentru declanșarea evenimentelor de recombinare este prezența interacțiunilor complementare care apar pe zone mari între catenele a două helix duble ADN implicate în recombinare În procesul de meioză, recombinarea omoloagă începe cu rupturi duble catene care sunt "permise în mod deliberat" pe fiecare cromozom Aceste rupturi sunt procesate în capete U monocatenar, care, în cursul unei reacții catalizate de proteine din familia RecA, invadează duplexul ADN partener omolog Mai mult, migrarea punctului de ramificare, însoțită de sinteza limitată a ADN-ului, duce la formarea a patru structuri catenare cunoscute sub numele de structuri Holliday duble Fiecare reacție de recombinare se termină atunci când acești intermediari sunt "rezolvați" prin tăierea ADN-ului Rezultatul poate fi fie doi cromozomi care s-au încrucișat (adică, cromozomi în care ADN-ul de pe fiecare parte a locului de împerechere provine de la doi omologi diferiți) sau doi cromozomi care nu s-au încrucișat În acest din urmă caz, cei doi cromozomi rezultați sunt identici cu cei doi omologi inițiali, cu excepția unei ușoare modificări a secvenței ADN la locul de recombinare în sine Spre deosebire de situația din meioză, reacțiile de recombinare omoloagă care repară perfect rupturile duble catenare se termină rareori prin încrucișare Partea Mecanisme genetice de bază Transpoziție și recombinare specifică locului conservat Am văzut cum, prin recombinarea omoloagă între regiunile ADN, apar rearanjamente care pot avea ca rezultat schimbul de secvențe de ADN între cromozomi Cu toate acestea, ordinea genelor pe un cromozom care interacționează, de regulă, rămâne neschimbată în timpul recombinării omoloage, deoarece condiția pentru ca acest proces să aibă loc este un grad ridicat de similitudine între secvențele implicate în acest proces În această secțiune, descriem două tipuri complet diferite de recombinare: transpoziție (numită și recombinare transpozițională) și recombinare conservativă specifică locului, care nu necesită regiuni extinse de omologie ADN Evenimentele de recombinare ale acestor două tipuri pot schimba ordinea genelor pe un cromozom și pot da naștere la tipuri neobișnuite de mutații care introduc informații noi în genom Transpunerea și recombinarea conservatoare specifică locului au ca scop în primul rând mutarea unei game largi de segmente ADN specializate, denumite colectiv elemente genetice mobile, dintr-o poziție în genom în alta Vom vedea că elementele genetice transpozabile pot varia în mărime, de la câteva sute la zeci de mii de perechi de baze și fiecare poartă de obicei un set unic de gene Adesea, una dintre aceste gene codifică o enzimă specializată care catalizează doar mișcarea acelui element și face astfel posibil acest tip de recombinare Aproape toate celulele conțin elemente genetice mobile (numite gene de săritură în argou, adică "gene de săritură") După cum sa explicat în capitolul , la scară evolutivă, acestea au avut un efect profund asupra designului genomului modern De exemplu, aproape jumătate din genomul uman provine din astfel de elemente (vezi Figura ) De-a lungul timpului, mutațiile aleatoare și-au modificat secvențele de nucleotide și, ca urmare, doar câteva dintre numeroasele copii ale acestor elemente din ADN-ul nostru sunt încă active și capabile să facă "sărituri" Restul nu sunt altceva decât "fosile moleculare" a căror existență ne dezvăluie o imagine uluitoare a istoriei propriei noastre evoluții Elementele genetice mobile sunt adesea considerate paraziți moleculari (numiți și "ADN egoist") care persistă deoarece celulele nu pot scăpa de ele; cu siguranță sunt aproape de a fi mai mari decât propriul nostru genom Cu toate acestea, elementele mobile de ADN pot oferi celulei, de asemenea, anumite avantaje De exemplu, genele pe care le poartă sunt utile uneori, ca în cazul rezistenței la antibiotice în celulele bacteriene, despre care vom vorbi puțin mai târziu Mișcarea elementelor genetice transpozabile creează și multe dintre variantele genetice de care depinde evoluția, deoarece pe lângă propria "mobilitate", elementele genetice mobile rearanjează episodic secvențele genomului gazdă de lângă ele Astfel, mutațiile spontane observate la Drosophila, oameni și alte organisme se datorează adesea elementelor genetice translocate În timp ce marea majoritate a acestor mutații vor fi dăunătoare organismului, unele o vor face Transpoziție și recombinare conservatoare specifică locului la creșterea fitnessului și cu siguranță se va răspândi în întreaga populație Aproape sigur, o mare parte din diversitatea vieții care ne înconjoară provine din mișcarea elementelor genetice mobile În această secțiune, prezentăm elemente genetice mobile și descriem mecanismele care le permit să se deplaseze în jurul genomului Vom vedea că unele dintre aceste elemente sunt mutate folosind mecanisme de transpunere, în timp ce altele sunt mutate prin recombinare conservatoare specifică locului Vom începe cu transpunerea, deoarece se cunosc mult mai multe exemple de acest gen de mișcare Prin transpunere, elementele genetice transpozabile pot fi inserate în orice secvență de ADN Elementele mobile care se deplasează prin transpunere se numesc transpozoni sau elemente transpozabile În transpoziție, o enzimă specială, de obicei codificată de transpozonul însuși și numită transpoză, acționează asupra unei secvențe specifice de ADN la ambele capete ale transpozonului, determinând-o să se insereze într-o nouă regiune ADN țintă În cea mai mare parte, transpozonii sunt doar moderat selectivi în alegerea locului țintă și, prin urmare, se pot auto-integra în multe poziții diferite în genom În special, nu există o cerință generală pentru omologie între capetele elementului transpozabil și secvența țintă Majoritatea transpozonilor se mișcă doar ocazional În bacterii, unde este posibil să se măsoare cu precizie frecvența, transpozonii se mișcă de obicei o dată la generații de celule În cele mai multe cazuri, transpunerea este un proces stocastic rar, cu excepția unui moment, adesea asociat cu trecerea unei furci de replicare Pe baza structurii și mecanismului lor de transpunere, transpozonii pot fi împărțiți în trei clase mari: transpozoni numai ADN, retrotranspozoni de tip retroviral și retrotranspozoni nonretrovirali Fiecare clasă va fi discutată în detaliu mai jos O prezentare generală a diferențelor dintre ele poate fi găsită, dacă se dorește, în Tabelul Transpozonii ADN folosesc atât un mecanism tăiat-pastă, cât și un mecanism de replicare pentru a se mișca Transpozonii ADN predomină în genomul bacterian și sunt în principal responsabili pentru dezvoltarea rezistenței la antibiotice la tulpinile bacteriene Când antibioticele precum penicilina și streptomicina au devenit disponibile public în anii , majoritatea bacteriilor patogene umane erau susceptibile la acestea Cincizeci de ani mai târziu, situația s-a schimbat complet - antibioticele precum penicilina (și derivații săi moderni) nu mai funcționează asupra multor tulpini moderne de bacterii, inclusiv asupra celor care provoacă gonoree și pneumonie bacteriană Genele care codifică enzimele de inactivare a antibioticelor sunt în principal responsabile pentru dezvoltarea rezistenței la antibiotice și sunt transportate de transpozoni (Fig ) Deși aceste elemente mobile se pot mișca doar în celulele care le conțin deja, ele pot fi transferate de la o celulă la alta prin alte mecanisme cunoscute sub numele de general Partea Mecanisme genetice de bază Tabelul Trei clase principale de elemente genetice mobile DESCRIEREA CLASEI SI STRUCTURA EI INGREDIENTE SPECIFICE NECESARE PENTRU • MUTAREA LA GENOMETODA METODA DE MUTAREA LA GENOMEXEMPLE transpozoni găsiți numai în ADN Repetări scurte inversate la fiecare capăt al transpozazei se deplasează ca un fragment de ADN, fie prin tăiere și inserare în genom, fie prin replicare retrotranspozoni de tip retrovirus - criptază transforward inversă și repetări lungi (LTR) la fiecare capăt al pășunilor reactiv nonretroviral trotranspozoni se deplasează prin formarea unei forme intermediare de ARN sintetizat din promotorul bLTR Soria (Drosophila) Tui (drojdie) ТНЕ (persoană) Bsl (porumb) poliA la capătul ' al transcriptului ARN; Capătul ' este adesea trunchiat revers transcriptază și endonuclează se deplasează prin formarea unei forme intermediare de ARN sintetizat dintr-un promotor adiacent Element F (drosophila) L (uman) Cip (porumb) Notă Lungimea acestor elemente variază de la la aproximativ bp Fiecare familie include multe elemente diferite; tabelul enumeră doar câteva dintre ele Pe lângă elementele transpozabile, unii viruși se pot integra și în cromozomul celulei gazdă și pot fi excluși folosind mecanisme de transpunere Astfel de viruși aparțin primelor două clase transpozoni numit transfer orizontal de gene (Figura ) Odată ajuns într-o celulă nouă, transposonul se poate integra în genomul său și poate fi transmis invariabil la toate celulele descendente prin procesele obișnuite de replicare a ADN-ului și diviziune celulară Numiți așa pentru că în timpul mișcării lor există doar sub formă de ADN, ei sunt capabili să se deplaseze de la locul donor la locul țintă fie prin transpunere prin tăiere și lipire, fie prin transpunere replicativă ) Datorită simplității conceptuale a primei, vom discuta mai întâi mecanismul său Procesul începe atunci când fiecare dintre secvențele speciale scurte de ADN care "etichetează" ambele capete ale elementului transpozabil leagă o moleculă de transpozază Aceste două molecule de transpoză converg una cu alta și formează un "transpozom" multimeric, care formează o buclă de ADN, combinând ambele capete ale elementului mobil (Fig ) După aceea, transpozaza face tăieturi la baza buclei și îndepărtează complet elementul din cromozomul său, formând produsul intermediar central al procesului de transpunere (Fig ) Pentru a finaliza mișcarea ADN-ului, transpozaza catalizează inserția directă a ambelor capete ale ADN-ului elementului transpozabil în molecula de ADN țintă, rupând cele două Transpoziție și recombinare conservatoare specifică locului Is - gena transpozazei la AmpR TpZ gena transpozazei tpy "SjSSSSSS - I t I k baze Orez , Trei dintre mulți transpozoni ADN găsiți în bacterii Fiecare dintre aceste elemente mobile de ADN conține o genă care codifică transpozaza, o enzimă care realizează cel puțin unele dintre reacțiile de rupere și unire ADN necesare pentru a muta acel element Fiecare transpozon poartă, de asemenea, secvențe scurte de ADN (indicate cu roșu) care sunt recunoscute numai de transpozaza codificată de acel element și sunt necesare pentru mișcarea acelui element În plus, două dintre cele trei elemente mobile prezentate în figură poartă gene care codifică enzimele care inactivează antibioticele ampicilină (AmpR) și tetraciclină (TetR) Se crede că elementul transpozabil TnU prezentat în diagrama de jos a evoluat prin "potrivirea" accidentală a două elemente transpozabile mult mai scurte de ambele părți ale genei de rezistență la tetracicline: utilizarea pe scară largă a tetraciclinei ca antibiotic a dus la selectarea bacteriilor care se răspândesc acest transpozon în populațiile bacteriene legături fosfodiesterice în acesta din urmă și creând două noi în momentul combinării elementului mobil cu ADN-ul țintă Deoarece această reacție de legare ADN începe și se termină cu același număr de legături fosfodiester, ea poate avea loc fără "furnizarea" de energie suplimentară În capitolul următor, vom vedea că același tip de rearanjare a legăturilor fosfodiester (numită transesterificare) stă la baza unui alt proces fundamental în biologia moleculară, splicing-ul ARN Deoarece rupturile produse în cele două catene ale ADN-ului țintă sunt treptate {săgețile roșii din Fig ), produsul ADN conține inițial două segmente scurte monocatenar, câte unul la fiecare capăt al transpozonului inserat ADN polimeraza și ADN ligaza celulei gazdă umplu și sigilează aceste goluri, ceea ce finalizează procesul de recombinare Aceasta are ca rezultat o scurtă duplicare a secvenței de ADN țintă la locul de inserție; astfel de secvențe alăturate sau de flancare de repetări directe pe ambele părți, a căror lungime este diferită pentru diferiți transpozoni, servesc drept "markeri" convenabil ai evenimentelor de transpunere finalizate Atunci când un transposon ADN de tip "cut-and-paste" este îndepărtat din locația sa inițială, o "gaură" este lăsată în locul său în cromozom O astfel de rană poate fi complet vindecată prin repararea recombinațională a rupurilor duble catenare (vezi Fig ), cu condiția ca cromozomul să fi fost replicat foarte recent și să fie disponibilă o copie exactă a acestei secvențe gazdă încă intactă Într-un astfel de caz, procesul de reparare a golului va readuce transposonul în poziția inițială Alternativ, în organismele diploide, un cromozom deteriorat poate fi reparat prin recombinare folosind un omolog cromozomial; in aceea Partea Mecanisme genetice de bază transpozon pe cromozomul A donator i - transpozom monomeri de transpozază і - Cromozomul donator A reunit Cromozomul donator rupt A repetări scurte inversate produs intermediar principal ' ' ' ' cromozomul țintă B transpozon încorporat ' і ' ȘI repetări scurte drepte secvențe de ADN țintă pe cromozomul B Orez , Transpunere prin mecanism de tăiere și lipire Transpozonii ADN pot fi identificați în cromozomi prin "secvențele repetate ADN inversate" (roșu) la capetele lor Aceste secvențe, care nu pot fi mai lungi de de nucleotide, sunt tot ceea ce este necesar pentru transpunerea ADN-ului cuprins între ele de o anumită enzimă, transpozaza codificată de acest element mobil Mișcarea de tăiere și lipire a unui element transpus cu ADN dintr-o regiune a unui cromozom în alta începe atunci când o transpozază aduce împreună două secvențe de ADN inversate pentru a forma o buclă de ADN Inserția în cromozomul țintă, catalizată de transpoză, are loc la un loc aleatoriu - prin crearea de tăieturi în trepte în cromozomul țintă (săgeți roșii) După reacția de transpunere, golurile monocatenar formate ca urmare a rupurilor treptate sunt eliminate de ADN polimerază și ADN ligază (negru) Ca rezultat, locul de inserție este "marcat" cu o scurtă repetare directă a secvenței de ADN țintă, așa cum se arată în figură Deși golul din cromozomul donor (verde) este reparat, acest proces modifică adesea secvența ADN, creând o mutație la locul din care elementul transpus a fost excizat (nu este prezentat) În acest caz, transposonul nu va fi plasat în locul inițial, dar poate apărea o pierdere a heterozigozității la locul reparației Ca o a treia posibilitate, o reacție de legare la capăt neomoloagă ar putea etanșa golul; în acest caz, secvența de ADN care a înconjurat inițial transposonul este modificată și apare o mutație în regiunea cromozomală din care a fost tăiat acest transposon (vezi Fig ) În mod remarcabil, același mecanism de tăiere și lipire care este folosit pentru a tăia transpozonii din ADN a fost găsit în sistemele imunitare în curs de dezvoltare ale vertebratelor, unde este folosit pentru a cataliza rearanjamentele ADN care stau la baza diversității anticorpilor și a diversității receptorilor celulelor T Cunoscut sub numele de recombinare V(JD)J, acest proces va fi discutat în capitolul Aparând doar la vertebrate, recombinarea V(O) este o noutate evolutivă relativ recentă, dar se crede că a evoluat din tăietura și inserțiile mult mai vechi " Unii transpozoni ADN se deplasează printr-un mecanism numit transpoziție replicativă În acest caz, ADN-ul transpozonului se replic Transpoziție și recombinare conservatoare specifică locului ?JDH ' NU A) b) Orez , Structura intermediarului principal produs de transpozaza cut-and-paste o) Reprezentarea schematică a structurii generale, b) Structura detaliată a unei transpozaze care deține cele două capete ale ADN-ului, ale cărei grupări '-OH sunt pregătite pentru interacțiunea cu cromozomul țintă " Rupere și reunire ADN (Imaginea b adaptată din DR Davies et al , Science : - , Prin amabilitatea AAAS) tsirovaniya în timpul transpunerii: o copie rămâne în locul original, în timp ce cealaltă este construită într-o nouă poziție în cromozom Deși mecanismul utilizat în acest caz este mai complex, este strâns legat de mecanismul de tăiere și lipire descris recent; de fapt, unii transpozoni se pot deplasa în ambele sensuri Unii viruși sunt denumiți elemente genetice mobile, deoarece folosesc mecanisme de transpunere pentru a-și integra genomul în genomul celulei gazdă Cu toate acestea, spre deosebire de transpozoni, astfel de viruși codifică și proteine care își împachetează informațiile genetice în particule virale care pot infecta alte celule Mulți dintre virusurile care se integrează în cromozomul gazdă fac acest lucru folosind unul dintre primele două mecanisme prezentate în Tabelul Într-adevăr, multe dintre cunoștințele noastre despre aceste mecanisme provin din cercetările asupra anumitor viruși Un virus care infectează o bacterie este cunoscut sub numele de bacteriofag Bacterofagul Mu folosește nu numai transpunerea bazată pe ADN pentru a-și integra genomul în genomul celulei gazdă, ci și transpunerea replicativă pentru a-și replica genomul Transpunerea joacă, de asemenea, un rol cheie în ciclul de viață al multor altor viruși Retrovirusurile, care includ virusul uman SIDA (SIDA), HIV (HIV), merită cea mai mare atenție În afara celulei, retrovirusul există ca un genom ARN monocatenar ambalat într-o capsidă proteică împreună cu genomul codificat Partea Mecanisme genetice de bază transcriptaza inversă a enzimei virale În timpul procesului de infecție, ARN-ul viral este introdus în celulă și transformat într-o moleculă de ADN dublu catenar - datorită acțiunii acestei cele mai importante enzime, care este capabilă să se poli Merizați ADN-ul atât pe un șablon ARN, cât și pe un șablon ADN ( Și Termenul retrovirus se referă la capacitatea unui astfel de virus de a inversa fluxul regulat de informație genetică, care este de obicei direcționat de la ADN la ARN (vezi Fig ) Odată ce transcriptaza inversă a produs o moleculă de ADN dublu catenar, secvențele specifice din apropierea ambelor capete sunt ținute împreună de o transpozază codificată viral numită integrază Integraza creează capete '-OH activate ale ADN-ului viral, care pot interacționa direct cu molecula de ADN țintă într-un mecanism similar cu cel utilizat de transpozonii ADN - mecanismul de tăiere și lipire ( ) De fapt, studii amănunțite ale structurilor tridimensionale Transpozazele bacteriene și integrazele HIV au dezvăluit o similitudine izbitoare între aceste enzime, chiar dacă secvențele lor de aminoacizi divergeau departe unele de altele INCLUSE O COPIE ADN-ului ÎN CROMOZOMUL GAZDE ADN ADN-ul încorporat REVERSE TRANSCRIPTAZE FORME MAI MAI UN DUPLEX ADN-ARN ȘI APOI UN DUBLU SPIRALA ADN-ADN ADN ARN ADN TRANSCRIERE ARN ARN coajă / \ / reverse psid transcriptaza multe copii de ARN capside PENTRUREA ÎN CELULĂ ȘI PIERDEREA COCHILEI MEMBRANEI EMISIUNE proteina capsidei proteina de coajă revers transcriptază ASSEMBLARE A MULTOR PARTICULE VIRALE NOI: FIECARE CONȚINE O TRANSCRIPTAZĂ REVERSA ÎN INTERIORUL O CAPSIDĂ PROTEINĂ Orez , Ciclul de viață al unui retrovirus Genomul retrovirusului constă dintr-o moleculă de ARN lungă de aproximativ de nucleotide; două astfel de molecule sunt de obicei ambalate în fiecare particulă virală Enzima transcriptază inversă face mai întâi o copie ADN a moleculei de ARN viral și apoi oa doua catenă de ADN, producând astfel o copie ADN dublu catenară a genomului ARN al virusului Enzima integrază codificată de virus catalizează apoi inserția acestei duble helix ADN în cromozomul gazdă (vezi Figura ) Această inserție este necesară pentru sinteza de noi molecule de ARN viral de către ARN polimeraza celulei gazdă, enzima care transcrie ARN-ul pe matrița ADN (discutat în Capitolul ) Transpoziție și recombinare conservatoare specifică locului A) Orez , Transcriptaza inversă, a) Structura tridimensională a unei enzime din HIV (virusul uman SIDA a) determinată prin cristalografie cu raze X ) Model care denumește activitatea enzimei pe un șablon ARN Rețineți că domeniul polimerazei (n galben; imaginea b) ) are un domeniu RNază H atașat covalent (H reprezintă "hibrid") (roșu) care degradează catena de ARN din helixul hibrid ARN-ADN Această acțiune ajută polimeraza să transforme helixul hibrid original într-un dublu helix ADN (Imaginea prin amabilitatea lui Tom Steitz; imaginea b reeditată din L A Kohlstaedt și colab , Science : - , , cu permisiunea generoasă a AAAS ) Șablon de ARN "degete" direcția mișcării enzimelor "deget mare" ' locul activ al polimerazei sintetizează catena de ADN centrul activ al RNazei H b) distruge lanțul de ARN RNaza H nouă catenă de ADN O familie mare de transpozoni, numiți retrotranspozoni de tip retroviral; vezi Tabelul , se deplasează în și din cromozomi printr-un mecanism care este identic cu cel utilizat de retrovirusuri Elemente mobile de acest fel se găsesc în diferite organisme: în drojdii, muște și mamifere; spre deosebire de virusuri, ei nu au capacitatea de a părăsi celula gazdă și sunt transmise tuturor descendenților acelei celule prin procesul normal de replicare a ADN-ului și diviziune celulară Primul pas în transpunere este transcrierea întregului transpozon pentru a produce o copie ARN a elementului transpozabil, care are de obicei câteva mii de nucleotide Această transcriere, care este tradusă de celula gazdă ca un ARN mesager normal, codifică enzima transcriptază inversă Această enzimă sintetizează o copie de ADN dublu catenară a moleculei de ARN prin formarea unui intermediar hibrid ARN-ADN, care oglindește etapele incipiente ale infecției cu retrovirusuri (vezi Figura ) Ca și în cazul retrovirusurilor, molecula de ADN liniară, dublu catenară, se înfășoară apoi într-o regiune de pe cromozom, asistată de enzima integrază, care este, de asemenea, codificată de elementul transposabil (vezi Figura ) O mare parte din genomul uman constă din non-retrovirale O parte semnificativă a multor cromozomi de vertebrate constă din secvențe ADN repetitive În cromozomii umani, astfel de repetări în majoritatea Partea Mecanisme genetice de bază ' ' ' integrase integraza taie ADN-ul viral ' DAR ' ' n Cam la ' n ' ' atacurile ADN virale vizează ADN-ul ' ' ' ' ' Repararea ADN-ului pentru a umple golul ADN viral încorporat ' ' ' ' ' ' scurte repetări directe ale secvenței de ADN țintă Orez , Transpunerea fie printr-un retrovirus (cum ar fi HIV), fie printr-un retrotransposon asemănător retrovirusului Procesul începe cu o moleculă de ADN dublu catenar (portocaliu) sintetizată prin revers transcriptază (vezi Figura ) În stadiul inițial, enzima integrază formează o buclă de ADN și taie câte o catenă la fiecare capăt al secvenței ADN virale, eliberând noi grupări '-OH Fiecare dintre aceste capete '-OH atacă apoi direct o legătură fosfodiester pe catenele opuse ale unui loc ales aleatoriu pe cromozomul țintă (săgeți roșii pe ADN-ul albastru) Astfel, secvența ADN virală este inserată în cromozomul țintă, în timp ce rămân spații scurte pe ambele părți ale segmentului inserat, care sunt umplute în timpul proceselor de reparare a ADN-ului Datorită utilizării unui mecanism de "umplere a golurilor" (similar cu cel al unei transpoziții "cut-and-paste"), repetările scurte ale ADN-ului țintă (negru) rămân pe ambele părți ale segmentului ADN inserat sunt reprezentate de versiuni mutante și trunchiate ale retrotranspozonilor nonretrovirali, aparținând celui de-al treilea tip de transpozon major (vezi Tabelul ) Deși majoritatea acestor transpozoni sunt imobili, puțini și-au păstrat capacitatea de a se mișca Relativ recent, s-au stabilit mișcări ale elementului L (uneori numit LINE, sau element nuclear lung intercalat), dintre care unele provoacă boli umane; de exemplu, un tip special de hemofilie este cauzat de inserarea unui element L în gena care codifică proteina de coagulare a sângelui (factor VIII) (vezi Figura ) Retrotranspozonii non-retrovirali se găsesc în multe organisme și sunt transportați printr-un mecanism complet diferit - unul care necesită un complex de endonuclează și revers transcriptază După cum se arată în , în cazul retrotranspozonilor nonretrovirali, ARN-ul și transcriptaza inversă sunt direct implicate în evenimentul de recombinare și joacă un rol mult mai mare decât în cazul retrotranspozonilor de tip retrovirus descriși mai sus Analiza secvenței genomului uman a arătat că majoritatea retrotransposonilor non-retrovirali - de exemplu, numeroase copii ale elementului A/r/, membru Transpoziție și recombinare conservatoare specifică locului Orez , Transpunerea unui retrotranspozon non-retroviral Transpunerea elementului L transpozabil (roșu) începe atunci când endonucleaza elementului L , atașată la transcriptază inversă L (verde/#oval) și ARN L (albastru), crestă ADN-ul țintă în punctul în care va avea loc inserția Ca rezultat al acestei clivaje, capătul '-OH-terminal este eliberat în ADN-ul țintă, care este apoi utilizat ca primer ' ' elementul L din cromozom Z ARN ' I sinteza ARN element L ' ' pentru etapa de transcriere inversă Ca rezultat, este creată o copie a elementului mobil reprezentat de ADN monocatenar, care este legat covalent de ADN-ul țintă În timpul reacțiilor ulterioare pe ADN monocatenar, o nouă copie este sintetizată; rezultatul este un element ADN dublu catenar L , care este inserat / la locul inciziei originale din familia SINE (elemente nucleare scurte intercalate), nu poartă propriile gene de endonuclează sau revers transcriptază Cu toate acestea, ei au reușit să se reproducă cu succes și să devină principalele componente ale genomului nostru, probabil prin captarea (și ademenirea de partea lor) a enzimelor codificate de alți transpozoni TĂIEREA PRIMULUI STRAND A ADN-ULUI ȚINTĂ ' ' REVERSE TRANSCRIPTION CU SEMINȚĂ DE ADN Elementele L ale HAI par să fi proliferat în genomul uman relativ recent ( ) Deci, de exemplu, mouse-ul conține secvențe strâns legate de elementele L și Alu, dar plasarea lor în cromozomii de șoarece diferă de cea din cromozomii umani (vezi Fig ) Împreună, LINE și SINE reprezintă aproximativ % din genomul uman (vezi Figura ) ÎN TIMPUL PROCESULUI MULTESTAGIAT, O AL DOUA CATENA DE ADN ESTE SINTETIZATĂ ' ' COPIE ADN / -ELEMENT ' ' ' eu eu eu de ex Deci, am descris elemente transpozabile de mai multe tipuri: ) transpozoni ADN, a căror mișcare se bazează pe reacțiile de rupere și unire a ADN-ului; ) retrotranspozoni de tip retrovirus, care se mișcă și prin ruperea și conectarea ADN-ului, dar aici rolul cheie, ca matrice pentru fabricarea unui catalizator de recombinare a ADN-ului, revine ARN-ului; și ) retrotranspozoni neretrovirali, în care copia ARN a elementului transpozabil este principala legătură necesară pentru încorporarea elementului transpozabil în ADN-ul țintă, deoarece servește ca un șablon direct pentru evenimentul de transcripție inversă amorsat pe ADN-ul țintă Interesant este că în genomul diferitelor organisme predomină diferite tipuri de transpozoni De exemplu, marea majoritate a transpozonilor bacterieni Partea Mecanisme genetice de bază D/y-secvență B -secvente soarece uman I I - copii ale copiilor Orez , Distribuția secvențelor îmbogățite cu AI și B găsite în genomul uman și, respectiv, la șoarece Se crede că ambele secvențe de ADN transposabile au evoluat din gena SL ARN, care codifică ARN-ul SRP (vezi Figura ) Pe baza pozițiilor lor în aceste două genomi și a asemănării secvenței acestor elemente repetate frecvent, se poate concluziona că creșterea majoră a numărului de copii pare să fi avut loc independent la șoareci și la oameni (vezi Fig ) (Revizuit de la P L Deininger și GR Daniels, Trends Genet : - , , cu permisiunea amabilă a lui Elsevier și de la International Human Genome Sequencing Consortium, Nature : - , , cu permisiunea de la Macmillan Publishers Ltd ) stabilit doar de tipurile de ADN, printre care doar o mână mică, legată de retrotranspozoni non-retrovirali, a fost inclusă În drojdie, principalele elemente mobile sunt retrotranspozonii de tip retrovirus În Drosophila, există transpozoni ADN, retrovirali și non-retrovirali În cele din urmă, genomul uman conține transpozoni de toate cele trei tipuri, dar, așa cum vom arăta mai jos, istoriile lor evolutive sunt izbitor de diferite unele de altele Secvențele genomului dezvăluie sincronizarea aproximativă a elementelor transpuse Secvența de nucleotide a genomului uman ne oferă un bogat "rezumat istoric" al activității transpozonilor pe scara de timp a evoluției Pe baza unei comparații riguroase a secvențelor de nucleotide a aproximativ milioane de "rămășițe" de elemente transpozabile în genomul uman, a devenit posibil să se reconstruiască aproximativ mișcarea transpozonilor în genomul strămoșilor noștri în ultimele câteva sute de milioane de ani De exemplu, transpozonii ADN par să fi fost foarte activi cu mult înainte de divergența dintre oameni și maimuțele Lumii Vechi (acum - de milioane de ani); dar, din moment ce au acumulat treptat mutații de inactivare, de atunci au rămas latente în linia genealogică umană La fel, deși genomul nostru este presărat cu rămășițe de transpozoni asemănătoare retrovirusurilor, niciunul dintre ei nu prezintă activitate vizibilă Se crede că o singură familie de retrotranspozoni asemănătoare retrovirusului a migrat în genomul uman după divergența dintre oameni și cimpanzei în urmă cu aproximativ milioane de ani Retrotranspozonii non-retrovirali sunt, de asemenea, vechi, dar, spre deosebire de restul tipurilor, unii încă se mișcă în genomul nostru, așa cum am menționat mai devreme De exemplu, se estimează că mișcarea de novo a elementului AIu are loc o dată la - de generații umane Mișcările retrotranspozonilor non-retrovirali sunt responsabile pentru o proporție mică, dar semnificativă, de mutații noi în genomul uman - poate două mutații la fiecare mie Transpoziție și recombinare conservatoare specifică locului Situația la șoareci este foarte diferită Deși genomul de șoarece și cel uman conțin aproximativ aceeași densitate a acestor trei tipuri de transpozoni, cele două tipuri de retrotranspozoni încă se transpun activ în genomul șoarecelui și sunt responsabile pentru aproximativ % din noile mutații Deși abia începem să înțelegem modul în care mișcarea transpozonilor a modelat genomul mamiferelor de astăzi, se crede că exploziile activității transpozonilor au provocat evenimente definitorii de speciație, deoarece descendența mamiferelor s-a îndepărtat de un strămoș comun, un proces care a început cu aproximativ de milioane de ani în urmă În acest moment, nu putem decât să ne întrebăm cât de mult din "virtuțile" noastre exclusiv umane au apărut ca urmare a activității a numeroase elemente genetice mobile în trecut, ale căror rămășițe sunt împrăștiate astăzi pe cromozomii noștri Recombinarea conservatoare specifică locului poate duce la rearanjarea reversibilă a ADN-ului Un alt tip de mecanism de recombinare, cunoscut sub numele de recombinare specifică locului conservat, mediază rearanjamentele altor tipuri de elemente ADN transpozabile În această metodă, ruperea și unirea au loc în două locuri speciale, câte unul pe fiecare dintre moleculele de ADN care interacționează În funcție de pozițiile și orientările relative ale acestor două situsuri de recombinare, pot avea loc inserția ADN-ului, excizia ADN-ului sau inversarea ADN-ului (Fig ) Recombinarea conservatoare specifică locului este efectuată de enzime specializate care rup și reunesc cele două catene duble de ADN la secvențe specifice pe fiecare dintre moleculele de ADN Același sistem enzimatic care conectează două molecule de ADN le poate separa adesea din nou, restabilind exact secvența celor două molecule de ADN originale (vezi Fig , a) Mai multe caracteristici disting recombinarea specifică locului conservată de transpunere În primul rând, recombinarea conservatoare specifică locului necesită prezența secvențelor (situsurilor) specializate atât pe ADN-ul donor, cât și pe cel acceptor (de unde termenul "specific de situs") Aceste secvențe conțin situsuri de recunoaștere pentru o recombinază specifică care este "preluată" pentru a cataliza rearanjarea Spre deosebire de recombinarea specifică locului, transpoziția necesită doar prezența unei secvențe specializate pe transpozon, în timp ce pentru majoritatea transpozonilor secvența ADN acceptor nu este importantă În al doilea rând, mecanismele de reacție sunt fundamental diferite Recombinazele, care catalizează recombinarea conservativă specifică locului, sunt similare cu topoizomerazele prin faptul că formează legături covalente pe termen scurt, de înaltă energie cu ADN-ul și folosesc această energie pentru a finaliza rearanjamentele ADN-ului Astfel, toate legăturile de fosfat care sunt rupte în timpul evenimentului de recombinare sunt restaurate la finalizarea acestuia (de unde termenul "conservator") Transpunerea, în schimb, se bazează pe o reacție de interesterificare care nu formează un intermediar sub formă de ADN și proteine legate covalent Acest proces lasă în ADN goluri cu o singură catenă, care trebuie să fie reîndrumate de ADN polimerază și ADN ligază, enzime care necesită energie din hidroliza nucleotidelor Partea Mecanisme genetice de bază ÎN A CLĂDIREA A) X TĂIERE b) INVERSIUNE A ÎN A ÎN X ÎN A ÎN Orez , Două tipuri de rearanjamente ADN care apar în recombinarea conservatoare specifică locului Singura diferență dintre reacțiile din schemele a și b constă în orientarea relativă a celor două segmente scurte de ADN (indicate prin săgeți) în care are loc evenimentul de recombinare specifică locului, a) În timpul reacției de integrare, o moleculă circulară de ADN poate fi inclus în a doua moleculă de ADN; printr-o reacție inversă (decupare), poate fi eliberat și re-forma inelul ADN original Mulți virusuri bacteriene se deplasează în și din cromozomi gazdă în acest fel (vezi Figura ) b) Recombinarea conservatoare specifică locului poate inversa și un anumit segment de ADN din cromozom Un exemplu binecunoscut de inversare a ADN-ului prin recombinare specifică locului apare în bacteria Salmonella typhimurium, care este o cauză frecventă a intoxicațiilor alimentare la oameni; Inversarea segmentului ADN modifică tipul de flagel produs de această bacterie (vezi Figura ) Virusul bacterian, bacteriofagul X, este primul element mobil ADN care a fost caracterizat în termeni de biochimie "înăuntru și afară" Când acest virus intră într-o celulă, el conduce sinteza unei enzime recombinaze codificate de virus numită integraza X Această enzimă mediază atașarea covalentă a ADN-ului viral la cromozomul bacterian, drept urmare virusul devine parte a acestui cromozom și se replic automat - ca parte a ADN-ului gazdei Procesul de recombinare începe atunci când mai multe molecule ale proteinei integrazei se leagă strâns la o secvență specifică de ADN de pe cromozomul circular al bacteriofagului, împreună cu câteva proteine gazdă După aceea, un astfel de complex ADN-proteină se poate lega la locul de atașare de pe ADN-ul cromozomului bacterian, aducând împreună cromozomul bacterian cu cromozomul bacteriofag Integraza catalizează apoi reacțiile de tăiere și legătură necesare care au loc în timpul procesului de recombinare Datorită regiunii scurte de omologie de secvență în cele două secvențe care sunt combinate, se formează o joncțiune heteroduplex minuscul ( ) în acest punct de schimb Aceeași versiune a mecanismului de recombinare specifică locului este implicată în eliberarea ADN-ului bacteriofagului X din locul său de integrare pe cromozomul E coli - ca răspuns la anumite semnale - pentru reproducerea rapidă în celula bacteriană ( ) Excizia este catalizată de complex Transpoziție și recombinare conservatoare specifică locului bacteriofag lambda cromozom circular cromozom bacterian secvenţe specifice care determină locul de ataşare INTEGRAZA JOIN complexul proteic integrază al bacteriofagului lambda CATALIZA RUPEREI DUBLEILOR ŞI RECONECTAREA TENSIUNII DISOCIAREA INTEGRASĂ îmbinări heteroduplex ADN bacteriofag integrat în cromozomul bacterian Orez , Inserarea cromozomului circular ADN al bacteriofagului X în cromozomul bacterian În acest exemplu de recombinare conservativă specifică locului, enzima X-integraza se leagă la o secvență specifică de ADN care își definește locul de atașare pe fiecare cromozom și face tăieturi în care este inserată o secvență scurtă de ADN omoloagă După aceea, integraza desfășoară firele partenere și le vindecă din nou, formând o joncțiune heteroduplex lungă de șapte perechi de baze Sunt necesare în total patru reacții (rupere și îmbinări ale firelor); pentru fiecare, energia legăturii fosfodiester scindate este stocată în legăturile covalente formate în starea de tranziție între ADN și enzimă, astfel încât ATP sau ADN ligaza nu este necesară pentru a termina catena de ADN enzima integrază și factorii gazdă cu o a doua proteină bacteriofag, excisionaza , care este produsă de virus numai atunci când celula gazdă a acestuia este stresată, caz în care este în interesul bacteriofagului să părăsească celula gazdă și să se înmulțească din nou ca o particulă virală Când regiunile recunoscute în mod specific de enzima de recombinare specifică locului conservată sunt inversate în orientarea lor, secvența înglobări - Notă, trad Hidrolaza de excizie; taie segmente de ADN din cromozomi - Aprox ed Partea Mecanisme genetice de bază ADN-ul dintre ele este mai degrabă inversat decât excizat (vezi Figura ) Multe bacterii folosesc această inversare a secvenței ADN pentru a regla expresia anumitor gene, de exemplu, atunci când asambla o genă activă din regiuni de codificare separate Avantajul acestui tip de reglare este că este moștenit direct, deoarece noul "aranjament" ADN este transferat automat cromozomilor fiice în timpul diviziunii celulare Vom vedea un exemplu tipic al acestei utilizări a recombinării specifice locului conservat în Capitolul (vezi Figura ) celula bacteriana bacteriofag celula gazdă cromozomul t lambda t ATAȘAREA LA O CELULĂ ȘI INTRODUCEREA ADN-ULUI ÎN EA INCLUSIV ADN-UL BACTERIOFAGILOR ÎN CROMOZOMUL CELULEI GAZĂ FORMAREA INELULUI FORMA ADN-ULUI BACTERIOFAG LAMBDA Orez , Ciclul de viață al bacteriofagului X Genomul ADN dublu catenar al bacteriofagului X prezentat aici conține de perechi de baze și codifică - de proteine diferite Când ADN-ul bacteriofagului X intră într-o celulă, ambele capete ale celulei fuzionează pentru a forma o moleculă circulară de ADN Acest bacteriofag se poate multiplica pe cale E co//litică, care distruge celula, sau să intre în starea latentă a profagului (mod lizogen) Când celula care poartă profagul X este deteriorată, calea litică este activată: profagul părăsește cromozomul gazdă și trece la creșterea litică (săgeți roșii) Atât intrarea, cât și ieșirea ADN-ului bacteriofag X în cromozomul bacterian este mediată de recombinarea specifică locului conservată catalizată de enzima X-integraza (vezi Fig ) SINTEZA PROTEINELOR VIRALE NECESARE PENTRU FORMAREA DE NOI VIRUSURI REPLICAREA RAPIDĂ A ADN-ULUI VIRAL LIBER ŞI AMBALAREA SA ÎN PARTICULE VIRALE LIZA CELULUI ESTE ÎNSOȘITĂ DE ELIBERAREA UNUI NUMĂR MARE DE NOI PARTICULE VIRALE Transpoziție și recombinare conservatoare specifică locului Recombinazele bacteriene specifice site-ului conservate au devenit, de asemenea, instrumente puternice în mâinile oamenilor de știință din domeniile biologiei celulare și a dezvoltării Pentru a elucida rolul unei anumite gene și proteine în organisme multicelulare complexe, șoarecii sunt modificați genetic pentru a transporta gena care codifică enzima de recombinare specifică locului plus un design ADN țintă atent proiectat cu regiuni recunoscute în mod specific de această enzimă La momentul potrivit, gena care codifică această enzimă poate fi activată și, prin urmare, poate rearanja secvența ADN țintă Astfel de rearanjamente sunt utilizate pe scară largă pentru a delega (șterge) o anumită genă într-un anumit țesut de șoarece (Fig !) Această metodologie este utilă în special atunci când gena de interes joacă un rol critic în dezvoltarea timpurie a multor țesuturi și îndepărtarea ei completă din linia germinativă ar provoca moartea chiar în a) KI SPECIFICE ' '-*(H n Gena Cre-recombinazei i IM ■■ eu ARNm EP b) gena de interes Cre-recombinaza este sintetizată numai în celulele hepatice gena de interes a fost îndepărtată din cromozom și nu se mai reproduce în celulele hepatice b) ÎN ALTE ȚESUTURI SE EXPRIMĂ NORMAL GENA DE INTERES Gena Cre-recombinazei I promotor specific tisular (de exemplu, promotorul este activ doar în ficat) gena de interes Site IOxR I Site IOxR ARNm eu proteina de interes Orez , Cum poate fi utilizată o enzimă conservatoare de recombinare specifică locului sintetizată de o bacterie pentru a elimina genele dorite din anumite țesuturi de șoarece Această abordare necesită inserarea a două molecule de ADN special concepute în linia germinativă a animalului Primul conține gena recombinazei (în acest caz, recombinaza Cre a bacteriofagului P ) sub controlul unui promotor specific țesuturilor, care garantează expresia acestei recombinaze doar în acest țesut A doua moleculă de ADN conține gena care ne interesează, flancată de regiuni (în acest caz, regiuni ale IoxP) recunoscute de această recombinază Șoarecele este proiectat în așa fel încât să aibă o singură copie a acestei gene Prin urmare, dacă recombinaza este exprimată numai în ficat, atunci gena de interes pentru noi va fi ștearsă acolo și numai acolo După cum va fi descris în Capitolul , sunt cunoscuți mulți promotori specifici țesuturilor; în plus, mulți dintre acești promotori sunt activi doar în anumite puncte ale dezvoltării organismului Astfel, este posibil să se studieze consecințele ștergerii anumitor gene în diferite stadii de dezvoltare a fiecărui țesut Partea Mecanisme genetice de bază începutul embriogenezei Aceeași strategie poate fi utilizată și atunci când orice genă dată nu este exprimată în mod adecvat în țesutul de interes; în acest caz, o deleție țintită va permite ca un promotor transcripțional puternic să fie atașat la gena de interes Cu un astfel de instrument la îndemână, este posibil, în principiu, să se determine acțiunea oricărei proteine în orice țesut al corpului animal Concluzie Genomul aproape tuturor organismelor conțin elemente genetice mobile care se pot muta dintr-o poziție a genomului în alta fie prin transpunere, fie prin recombinare conservatoare specifică locului În cele mai multe cazuri, o astfel de mișcare este aleatorie și are loc la o frecvență foarte scăzută Elementele genetice mobile includ transpozonii care se mișcă într-o singură celulă (și descendenții acesteia), plus acei viruși ai căror genomi se pot integra în genomul celulelor gazdă Sunt cunoscute trei clase de transpozoni: transpozoni ADN, retrotranspozoni de tip retrovirus și retrotranspozoni nonretrovirali Toți, cu excepția celor din urmă, au rude apropiate printre viruși Deși virusurile și elementele transpozabile pot fi văzute ca paraziți celulari, multe dintre noile secvențe de ADN care au fost create de evenimente de recombinare specifice site-ului au generat variația genetică necesară pentru evoluția celulelor și organismelor Sarcini Care afirmații sunt adevărate? Justificati raspunsul Nu există două celule din corpul tău să aibă aceeași secvență de nucleotide La E coli, a cărei furcă de replicare se mișcă cu o viteză de bp pe secundă, ADN-ul din fața furcii trebuie să se rotească la aproape rpm Când furcile de replicare bidirecționale de la originile de replicare adiacente se întâlnesc, catena principală se ciocnește întotdeauna cu firul întârziat Toate mecanismele de reparare a ADN-ului se bazează pe prezența în celulă a două copii ale informațiilor genetice - câte una în fiecare dintre cei doi cromozomi omologi Discutați următoarele probleme Pentru a determina reproductibilitatea măsurătorilor ratei de mutație, executați următorul experiment Se inoculează culturi cu o singură bacterie E coli și se lasă culturile să crească până când fiecare conține celule IO , apoi se măsoară numărul de celule din fiecare cultură care poartă mutația în gena de interes Ai fost atât de surprins de rezultatele preliminare încât ai repetat experimentul pentru a le confirma Ambele seturi de rezultate oferă o imagine a variabilității extrem de ridicate, așa cum se arată în Tabelul Q Având în vedere că presupunem că rata de mutație este constantă, de ce credeți că există o diferență atât de izbitoare în frecvența de apariție a celulelor mutante în diferite culturi? Sarcini Tabelul Q Frecvența apariției celulelor mutante în numeroase culturi (sarcina ) CULTURA (celule mutante/ celule) EXPERIMENTUL Enzimele de reparare a ADN-ului repar de preferință nepotrivirile pe o catenă de ADN nou sintetizată folosind ca șablon vechea catenă de ADN Dacă "nepotrivirile" ar fi eliminate fără a ține cont de ce catenă de ADN ar servi ca șablon, ar putea un astfel de sistem de eliminare a nepotrivirilor să reducă numărul de erori de replicare? Un astfel de sistem indiscriminat de corectare a erorilor ar duce la mai puține mutații, mai multe mutații sau același număr de mutații ca și cum ar fi observat fără reparații? Explicați-vă răspunsurile Dacă ADN polimeraza necesită un primer "perfect" împerecheat în toate reguli, pentru a atașa următoarea nucleotidă, atunci cum se face că nucleotidele eronate "evită" acțiunea polimerazei și devin substraturi pentru enzimele care corectează nepotrivirea? Laboratorul la care v-ați alăturat studiază ciclul de viață al unui virus animal care folosește ADN circular dublu catenar ca purtător al genomului său Planul dvs este să localizați originea (originile) replicării și să aflați dacă replicarea se desfășoară în una sau ambele direcții de la origine (replicare unidirecțională sau bidirecțională) Pentru a vă atinge scopul, ați izolat molecule care se replic, le-ați scindat cu o nuclează de restricție, care taie genomul virusului la un loc, ați obținut o moleculă liniară dintr-una circulară și ați început să studiați moleculele rezultate folosind un microscop electronic Unele dintre moleculele pe care le-ați observat sunt prezentate schematic în Fig Q (Rețineți că nu este posibil să distingem orientarea unei molecule DQ de alta folosind un microscop electronic ) Mâine trebuie să vă prezentați constatările restului personalului din laborator Cum vei răspunde la cele două întrebări adresate de liderul tău? ) Acest genom are o singură origine de replicare sau există mai multe? ) Replicarea moleculei originale unidirectional sau bidirectional? Dacă comparați frecvențele celor șaisprezece posibile secvențe de dinucleotide din E coli și celulele umane, nu veți vedea nicio diferență izbitoare, cu excepția unei dinucleotide, ' CG ' Frecvența de apariție a dinucleotidelor CG în genomul uman este semnificativ mai mică decât la E coli și semnificativ mai mică decât se aștepta întâmplător De ce crezi că dinucleotida CG este subreprezentată? în genomul uman? Orez Q Formele parentale și replicative ale unui virus animal (la problema ) ochi de replicare "structuri H" Partea Mecanisme genetice de bază ' ' ' ' Orez Q Un duplex divizat cu cozi monocatenare gata să pătrundă într-un duplex omolog intact (la Problema ) Odată cu înaintarea în vârstă, se crede că celulele somatice acumulează "cicatrici" genomice ca urmare a reparării incorecte a rupurilor duble-catenari prin îmbinarea finală non-omologă (NHE) Estimările bazate pe frecvența rupurilor în fibroblastele umane primare sugerează că până la vârsta de de ani, fiecare celulă somatică umană poate avea aproximativ de mutații mediate de NHE din cauza inexactităților în cursul reparării Dacă aceste mutații ar fi distribuite aleatoriu în întregul genom, câte gene credeți că ar fi deteriorate? Crezi că în acest caz funcția celulei va fi subminată? De ce? (Să presupunem că % din genom poartă informații vitale: , % codificare și , % reglementare ) Desenați structura dublă Holliday care ar rezulta din invazia ambelor capete ale duplexului distrus în duplexul omolog intact prezentat în Fig Q Etichetați capătul stâng al fiecărei șuvițe din structura Holliday cu un ' sau ', astfel încât relația sa cu duplexurile părinte și recombinate să fie clară Spuneți cum ar fi utilizată sinteza ADN-ului pentru a umple golurile monocatenare din structura dumneavoastră Holliday dublă De ce recombinarea între repetări similare, dar neidentice, creează o problemă pentru celulele umane? Cum ne protejează sistemul de eliminare a erorilor de împerechere de astfel de evenimente de recombinare? Literatură General Răspunsul biologic la deteriorarea ADN-ului ( ) Cold Spring Harb Symp cuant Biol Brown T A ( ) Genomes , ed a -a New York: Wiley-Liss Friedberg EC, Walker GC, Siede W et al ( ) Repararea ADN-ului și mutageneza Washington, DC: ASM Press Hartwell L , Hood L , Goldberg M L și colab ( ) Genetica: de la gene la genomi Boston: McGraw Hill Stent GS ( ) Genetica moleculară: o narațiune introductivă San Francisco: W H Freeman Watson J , Baker T , Beli S şi colab ( ) Molecular Biology of the Gene, a -a ed Plainview, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press Conservarea secvențelor de ADN în timpul evoluției Sooreg G M , Brudno M , Stone E S et al ( ) Caracterizarea ratelor evolutive și a constrângerilor în trei genomi de mamifere Genom Res : - Crow JF ( ) Originile, modelele și implicațiile mutației umane spontane Natura Rev Genet : - Hedges SB ( ) Originea și evoluția organismelor model Natura Rev Genet : - King MC, Wilson AC ( ) Evoluția la două niveluri la oameni și cimpanzee Știința : - Literatura Mecanisme de replicare a ADN-ului Alberts B ( ) Celula ca colecție de mașini de proteine: pregătirea următoarei generații de biologi moleculari Celula : - Dillingham MS ( ) Replicative helicases: a staircase with a twist Curr Biol : R -R Indiani C & O'Donnell M ( ) Mașina de încărcare cu cleme de replicare la lucru în cele trei domenii ale vieții Natura Rev Mol Biol celular : - Kornberg A ( ) Sinteza biologică a ADN-ului Știința : - Li JJ & Kelly TJ ( ) Replicarea ADN-ului SV in vitro Proc Natl Acad sci SUA : Meselson M & Stahl FW ( ) Replicarea ADN-ului în E coli Proc Natl Acad sci SUA : - Modrich P & Lahue R ( ) Repararea nepotrivirii în fidelitatea replicării, recombinarea genetică și biologia cancerului Annu Rev Biochim : - Mott ML & Berger JM ( ) Inițierea replicării ADN: mecanisme și reglare în bacterii Natura Rev microbiol : - O'Donnell M ( ) Replisome architecture and dynamics in E coli J Biol Chim : - Okazaki R , Okazaki T , Sakabe K et al ( ) Mecanismul de creștere a lanțului ADN I Posibilă discontinuitate și structură secundară neobișnuită a lanțurilor nou sintetizate Proc Natl Acad sci SUA : - Raghuraman MK, Winzeler EA, Collingwood D et al ( ) Dinamica de replicare a genomului drojdiei Știința : - Rao PN & Johnson RT ( ) Fuziunea celulelor de mamifere: studii privind reglarea sintezei și mitozei ADN Natura : Wang JC ( ) Rolurile celulare ale topoizomerazelor ADN: o perspectivă moleculară Natura Rev Mol Biol celular : - Inițierea și finalizarea replicării ADN-ului în cromozomi Chan SR și Blackburn E N ( ) Telomeri și telomeraza Philos Trans R Soc Lond In Bio sci : - Costa S & Blow JJ ( ) Determinanții evazivi ai originilor replicării EMBO Rep : - Groth A , Rocha W & Almouzni G ( ) Chromatin challenges during ADN replication and reparation Celula : - Machida YJ, Hamlin JL & Dutta A ( ) Locul potrivit, momentul potrivit și o singură dată: inițierea replicării în metazoare Celula : - O'Donnell M & Kuriyan J ( ) Clamp loaders and replication initiation Curr Opinează Struct Biol : - Robinson NP & Beli SD ( ) Origins of DNA replication in the three domains of life FEBS J : - Smogorzewska A & de Lange T ( ) Reglarea telomerazei de către proteinele telomerice Annu Rev Biochim : - Repararea ADN-ului Barnes DE, & Lindahl T ( ) Repararea și consecințele genetice ale daunelor endogene ale bazei ADN-ului în celulele de mamifere Annu Rev Genet : - Harrison JC & Haber JE ( ) Supraviețuirea despărțirii: punctul de control pentru deteriorarea ADN-ului Annu Rev Genet : - Partea Mecanisme genetice de bază Heller R C & Marians K J ( ) Replisome assembly and the direct restart of stalled replication Natura Rev Mol Biol celular : - Lieber M , Ma Y et al ( ) Mecanismul și reglarea îmbinării ADN-ului uman neomolog Natura Rev Mol Biol celular : - Lindahl T ( ) Instabilitatea și degradarea structurii primare a ADN-ului Nature : - Prakash S & Prakash L ( ) Translesion DNA synthesis in eukaryotes: a one- or two-polimeraze affair Genele dev : - Sancar A , Lindsey-Boltz L A și colab ( ) Mecanismele moleculare de reparare a ADN-ului mamifer și punctele de control pentru deteriorarea ADN-ului Annu Rev Biochim : - Svejstrup JQ ( ) Mecanisme de reparare a ADN-ului cuplat cu transcripție Natura Rev Mol Biol celular : - Wyman C & Kanaar R ( ) Repararea ruperii duble-catenare a ADN-ului: totul e bine care se termină cu bine Annu Rev Genet : - Recombinare omologa Adams MD, McVey M & Sekelsky JJ ( ) Drosophila BLM în repararea ruperii duble-catenare prin recoacere ștrand dependentă de sinteza Science : - Cox MM ( ) Prezentare istorică: căutarea ajutorului de replicare în toate locurile de recreare Proc Natl Acad sci SUA : - Holliday R ( ) Istoria heteroduplexului ADN BioEssays : - Lisby M , Bartow JH şi colab ( ) Coregrafia răspunsului la deteriorarea ADN-ului: relații spațio-temporale între punctele de control și proteinele de reparare Celula : - McEachem MJ & Haber JE ( ) Replicarea indusă de rupere și alungirea recombinațională a telomerilor în drojdie Annu Rev Biochim : - Michel B , Gromponee G şi colab ( ) Căile multiple procesează furcile de replicare blocate Proc Natl Acad sci SUA : - Szostak JW, Orr-Weaver TK, Rothstein RJ și colab ( ) Modelul de reparare a ruperii duble catenelor pentru recombinare Celula : - West SC ( ) Vederi moleculare ale proteinelor de recombinare și controlul acestora Natura Rev Mol Biol celular : - Transpoziție și recombinare specifică locului Campbell, A M ( ) Acum treizeci de ani în genetică: inserția profagelor în cromozomii bacterieni Genetics : - Comfort NC ( ) De la elemente de control la transpozoni: Barbara Mc-Clintock și Premiul Nobel Trends Biochim sci : - Craig NL ( ) Transposition, în Escherichia coli și Salmonella, pp - Washington, DC: ASM Press Gottesman M ( ) Bacteriofage lambda: povestea nespusă J Mol Biol : - Grindley ND, Whiteson KL și Rice PA ( ) Mecanisme de recombinare specifică site-ului Annu Rev Biochim : - Varmus H ( ) Retrovirusuri Science : - Zickler D & Kleckner N ( ) Cromozomi meiotici: structura și funcția integratoare Annu Rev Genet : - Mecanisme celulare ale citirii genomului: calea de la ADN la proteine Abia după descoperirea structurii ADN-ului la începutul anilor a devenit clar că informația ereditară conținută în celule este codificată în secvența de nucleotide a ADN-ului De atunci, ne-am ridicat în înțelegerea acestui proces la cote uluitoare În acești cincizeci de ani, am aflat secvențele complete ale genomului multor organisme, inclusiv ale oamenilor În consecință, acum avem o cantitate imensă de informații necesare pentru a crea un organism complex - ca tine și mine Limitele informațiilor ereditare necesare vieții limitează proprietățile biochimice și structurale ale celulelor - deci biologia nu este în niciun caz infinit de complexă În acest capitol, explicăm modul în care celulele descifrează și utilizează informațiile stocate în genomul lor S-au învățat multe despre modul în care instrucțiunile genetice, scrise într-un alfabet de doar patru "litere" - patru nucleotide ADN diferite - direcționează formarea bacteriilor, muștelor fructelor și a oamenilor Cu toate acestea, mai avem multe de învățat despre modul în care informațiile stocate în genomul unui organism sunt întruchipate în cea mai simplă bacterie unicelulară cu de gene, ca să nu mai vorbim despre modul în care ghidează dezvoltarea omului cu cele aproximativ de gene ale sale Încă nu am ieşit din adâncul ignoranţei; așa că următoarea generație de biologi moleculari are multe aventuri interesante în față Problemele cu care se confruntă celulele în secvențierea genomilor pot fi apreciate privind o mică parte a genomului muștei fructelor Drosophila melanogaster (Figura ) O mare parte din informațiile codificate de ADN stocate în acest și alți genomi determină ordinea liniară - citiți "secvența" - a aminoacizilor din fiecare proteină produsă în organism După cum sa discutat în capitolul , secvența de aminoacizi, la rândul său, prescrie un model de pliere pentru fiecare proteină, astfel încât să producă o moleculă cu o formă specifică cu caracteristici chimice unice Atunci când o celulă sintetizează o anumită proteină, trebuie să decodeze cu precizie regiunea corespunzătoare a genomului Informațiile suplimentare codificate în ADN-ul genomului prescriu exact în ce moment din timpul vieții unui organism și în ce tip de celule o anumită genă ar trebui să fie exprimată într-o proteină Deoarece proteinele sunt componentele principale ale celulelor, descifrarea genomului determină nu numai dimensiunea, forma, proprietățile biochimice și comportamentul celulelor, ci și trăsăturile distinctive ale tuturor formelor de viață de pe planeta Pământ Partea Mecanisme genetice de bază DECRIPTARE codul de culoare pentru a indica asemănarea secvenței genelor găsite sau mai mult - nicio lungime a liniei nu reflectă numărul de secvențe de ADNc potrivite determinate din bazele de date biologice eu XJ G cunoscute și prezise "gene identificate pe catena superioară a ADN-ului gene cunoscute și prezise identificate pe catena inferioară a ADN-ului eu I b p continutul II н -/ GC în % [ ] - genetice mobile elemente MWY WY Y-ul meu nicio asemănare M = mamifere W = C elegans (nematod) Y = S cerevisiae (drojdie) M Orez Descrierea schematică a porțiunii de cromozom a genomului muștei fructelor Drosophila melanogaster Această cifră reprezintă aproximativ % din genomul complet al Drosophila ca șase fragmente consecutive După cum este indicat în transcriere, simbolurile trebuie interpretate după cum urmează: liniile verticale negre de diferite grosimi sunt locațiile elementelor transpuse, în timp ce grupurile de astfel de elemente sunt marcate cu dungi mai groase; casetele colorate sunt gene (cunoscute și prezise) codificate într-o catenă de ADN (dreptunghiuri deasupra liniei mediane) și gene codificate în cealaltă catenă (dreptunghiuri sub linia mediană) Lungimea fiecărui dreptunghi care îi caracterizează gena include atât exonii săi (ADN care codifică proteine), cât și intronii săi (ADN necodificator) (vezi Fig ), iar înălțimea sa este proporțională cu Capitolul b Mecanisme celulare ale citirii genomului: calea de la ADN la proteina Ar fi rezonabil să presupunem că informațiile stocate în genom sunt aranjate într-un mod ordonat - ca un dicționar sau o carte de telefon Cu toate acestea, deși genomul unor bacterii par a fi destul de organizat, genomul majorității organismelor multicelulare, cel puțin la Drosophila pe care am prezentat-o ca exemplu, sunt surprinzător de dezordonați Pepite mici de ADN codificator (adică ADN-ul care codifică proteinele) sunt punctate de porțiuni lungi de ADN aparent "fără sens" Unele regiuni ale genomului poartă multe gene, în timp ce altele nu conțin deloc Proteinele care lucrează strâns împreună într-o celulă sunt adesea codificate de gene situate pe diferiți cromozomi, iar genele învecinate codifică de obicei proteine care au puține în comun unele cu altele Prin urmare, decodificarea genomilor nu este deloc o chestiune simplă Chiar și cu computere puternice, este încă dificil pentru cercetători să localizeze definitiv începutul și sfârșitul unei gene în secvențele de ADN ale genomurilor complexe, cu atât mai puțin să prezică pentru fiecare genă momentul exprimării sale pe durata de viață a unui anumit organism Deși secvența ADN a genomului uman este cunoscută, probabil că va dura cel puțin un deceniu pentru a identifica toate genele și a determina secvențele exacte de aminoacizi ale proteinelor pe care le produc Și celulele din corpul nostru fac toate acestea de o mie de ori pe secundă! ADN-ul genomic nu se "autogestionează" sinteza proteinelor, ci folosește ARN-ul ca intermediar pentru aceasta Când o celulă are nevoie de o anumită proteină, secvența de nucleotide a părții corespunzătoare a moleculei de ADN extrem de lungă din cromozom este mai întâi copiată în ARN (acest proces se numește transcripție) Aceste copii de ARN ale fragmentelor de ADN sunt cele care servesc ca șabloane directe care direcționează sinteza proteinelor (un proces numit traducere) Prin urmare, fluxul de informații genetice în celule este direcționat de la ADN la ARN și apoi la proteină (Fig ) Celulele tuturor organismelor vii, de la bacterii la oameni, își exprimă informațiile genetice în acest fel; iar acest principiu fundamental a fost numit dogma centrală a biologiei moleculare În ciuda universalității dogmei centrale, există diverse "decuplări" de-a lungul căreia informațiile circulă de la ADN la proteine Pe cea principală, în celulele eucariote, transcrierile de ARN, înainte de a li se permite să părăsească nucleul și să fie supuse translației în proteine, suferă o serie de operații de "procesare" (procesare), care includ splicing ARN O astfel de prelucrare pas cu pas poate schimba radical "sensul" moleculei de ARN și, prin urmare, este extrem de importantă pentru înțelegerea mecanismului citirii genomului în celulele eucariote În cele din urmă, deși ne-am concentrat pe producția de proteine în acest capitol, există o serie de ADNc cunoscute care corespund atolului genei (Așa cum va fi descris în Capitolul , moleculele de ADNc sunt copii ADN ale moleculelor de ARNl, iar colecții mari de secvențe de nucleotide de ADNc sunt împrăștiate în diferite baze de date; dacă există mai multe potriviri în secvență, există o certitudine mai mare că gena prezisă este transcrisă în ARN și este, takill obravoll, genoll original ) Culoarea fiecărui dreptunghi atribuit unei gene de umflătură indică dacă o genă strâns înrudită este cunoscută în alte organisme Napriller, MWY (Mammals-Worms-Yeast) înseamnă că această genă are rude apropiate la mamifere, la viermele nellatoda Caenorhabditis elegans și la drojdia Saccharomyces cerevisiae MW indică faptul că această genă are rude apropiate la mamifere și viermi, dar nu și la drojdie Dunga curcubeu arată proporția perechilor de baze G-C; în multe genoli diferite, această valoare este izbitor de diferită pentru diferite regiuni ale genolului; originea și semnificația acestei variabilitati nu sunt încă clare (Imagine adaptată după M D Adams și colab , Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) Partea Mecanisme genetice de bază Orez Calea de la ADN la proteine Fluxul de informație genetică de la ADN la ARN (transcripție) și de la ARN la proteină (traducere) are furie în toate celulele vii Replicarea ADN-ului Repararea ADN-ului Recombinarea genetică ADN ' ' codificat de genom, știm că produsul final al multor gene este ARN La fel ca proteinele, multe dintre aceste ARN-uri se pliază în structuri tridimensionale precise care îndeplinesc funcții structurale, catalitice și de reglementare în celulă Începem acest capitol cu primul pas în procesul de secvențiere a genomului: transcripția, care produce o moleculă de ARN din ADN-ul genomic Urmărim apoi soarta acestei molecule de ARN în celulă și încheiem călătoria noastră cu o moleculă de proteină pliată corespunzător La sfârșitul capitolului, vom vorbi despre modul în care schema extrem de complexă de stocare, transcriere și traducere a informațiilor ar fi putut apărea pe baza unor sisteme mai simple care au existat în stadiile incipiente sinteza ARN (transcripție) ' H N \/ aminoacizi ' ' ARN sinteza proteinelor (traducere) PROTEINĂ - - -COOH evolutia celulara De la ADN la ARN Transcrierea și traducerea sunt mijloacele prin care celulele citesc și exprimă instrucțiunile genetice scrise în gene Deoarece multe copii identice de ARN pot fi "facute" din aceeași genă și fiecare moleculă de ARN poate direcționa sinteza a numeroase molecule de proteine identice, celulele pot sintetiza rapid o cantitate mare de proteine, dacă este necesar Dar fiecare genă poate fi, de asemenea, transcrisă și tradusă cu eficiențe diferite, permițând celulei să producă cantități uriașe din unele proteine și cantități neglijabile din altele (Figura ) Mai mult, așa cum vom vedea în capitolul următor, o celulă poate modifica (sau regla) expresia fiecăreia dintre genele sale în funcție de nevoile actuale - cel mai adesea prin controlul "ieșirii" ARN-ului corespunzător Anumite părți ale secvenței ADN sunt transcrise în molecule de ARN Primul pas pe care îl face o celulă pentru a-și citi instrucțiunile genetice este să copieze o anumită porțiune a secvenței de nucleotide ADN - gena - în secvența de nucleotide ARN Informațiile conținute în ARN, deși copiate într-o formă chimică diferită, sunt încă scrise în esență în aceeași limbă în care a fost descrisă în ADN - limbajul secvenței de nucleotide De aici și transcrierea numelui La fel ca ADN-ul, ARN-ul este un polimer liniar compus din patru tipuri diferite de subunități de nucleotide legate între ele prin legături fosfodiester (Figura ) Din punct de vedere chimic, diferă de ADN în două moduri: ) nucleotidele din ARN sunt ribonucleotide, adică conțin zahăr De la ADN la ARN gena A gena B ]ADN TRANSSCRIPTION TRANSCRIPTION ARN ARN STREAM STREAM A A A A A A D A A A A A A A A A A f A A A A A A Orez Genele pot fi exprimate cu eficiență diferită În acest exemplu, gena A este transcrisă și tradusă mult mai eficient decât gena B Acest lucru permite celulei să producă mult mai multă proteină A decât proteina B riboză (de unde și denumirea de acid ribonucleic), nu deoxiriboză; ) deși, ca și ADN-ul, ARN-ul conține bazele adenină (A), guanină (G) și citozină (C), conține baza uracil (U) în loc de timină (T) în ADN Deoarece U, ca și T, se poate împerechea prin legături de hidrogen cu A ( ), conform Deoarece proprietățile împerecherii de baze complementare descrise pentru ADN în capitolele și se aplică și ARN (în ARN, perechile G cu C și perechile A cu U) Găsim și alte tipuri de perechi de baze în ARN: de exemplu, perechi G cu U din când în când Deși aceste diferențe chimice sunt minore, ADN și ARN sunt foarte diferite în structura generală În timp ce ADN-ul se găsește întotdeauna în celule ca un helix dublu catenar, ARN-ul este monocatenar Prin urmare, un lanț de ARN poate fi pliat într-o configurație specifică, la fel cum un lanț polipeptidic se pliază în forma finală a unei proteine ( ) După cum vom vedea mai târziu în aceasta capitolul, capacitatea de a se plia în structuri tridimensionale complexe permite anumitor molecule de ARN să preia funcții structurale și catalitice care necesită o precizie specială Ca rezultat al transcripției, se sintetizează ARN care este complementar uneia dintre catenele moleculei de ADN ARN-ul găsit în celulă este produs prin transcrierea ADN-ului, un proces care este oarecum similar cu procesul de replicare a ADN-ului pe care l-am discutat în capitolul Transcripția începe prin deschiderea și desfășurarea unei mici porțiuni din dubla helix ADN pentru a expune bazele ambelor ADN catenele Apoi, una dintre cele două catene ale dublei helix ADN este folosită ca șablon pentru sinteza moleculei de ARN Ca și în replicarea ADN-ului, secvența de nucleotide a unui lanț de ARN este determinată de împerecherea de baze complementare între nucleotidele de intrare și șablonul ADN Când se găsește bine Partea Mecanisme genetice de bază a) A purtat Kn hS HȚ '[H el riboza c) capătul ' DESPRE în acid ribonucleic (ARN) deoxirib > în acid dezoxiribonucleic (ADN) DESPRE CU "'NH NS rasil în ARN DESPRE II Cu NH II I ns NU eu n timină în ADN "O-P=O Orez Structura chimică a ARN-ului a) ARN-ul conține zahăr riboză, care diferă de zahăr dezoxiriboză, care face parte din ADN, prin prezența unei grupări OH suplimentare b) ARN-ul conţine baza uracil, care diferă de timină, baza echivalentă în ADN, prin absenţa grupării -CH c) Un segment scurt de ARN Legăturile chimice fosfodiesterice dintre nucleotide din ARN sunt aceleași ca și în ADN I ■O - P=O O H C sau I eu eu riboza DESPRE eu O-P=O uracil DESPRE I Z'-end OX N XO coloana vertebrală a fosfatului de zahăr Orez Uracilul formează o pereche complementară cu adenina Absența unei grupări metil în U nu afectează în niciun fel împerecherea bazelor; astfel perechea de baze UA este foarte asemănătoare cu perechea de baze T-A (vezi Figura ) t ADN la ARN Orez ARN-ul este capabil să se plieze pentru a forma structuri caracteristice ARN-ul este în cea mai mare parte monocatenar, dar conține adesea porțiuni scurte de nucleotide care pot forma perechi de baze clasice cu secvențe complementare găsite în altă parte pe aceeași moleculă Astfel de interacțiuni, împreună cu interacțiuni suplimentare care apar între baze împerecheate neconvențional, permit moleculei de ARN să se plieze într-o structură tridimensională, care este determinată de secvența sa de nucleotide a) Schema unei molecule de ARN pliate care prezintă doar interacțiuni între perechile de baze clasice, b) Structura care se formează prin interacțiunea dintre ambele baze complementare clasice (roșu) și între perechile de baze "neconvenționale" (verzi), c) Structura bazelor native ARN: parte a intronului grupului I (vezi Figura ) Fiecare pereche de baze clasică este indicată printr-o "bară transversală" în dublu helix Bazele în alte configurații sunt marcate cu "jumătăți grinzi" separate potrivire, ribonucleotida furnizată se leagă covalent la catena de ARN în creștere într-o reacție catalizată enzimatic Prin urmare, catena de ARN produsă prin transcripție - transcriptul - este extinsă câte o nucleotidă și are o secvență de nucleotide exact complementară cu catena de ADN folosită ca șablon ( ) Cu toate acestea, transcripția diferă de replicarea ADN-ului în mai multe moduri importante Spre deosebire de o catenă de ADN nou formată, o catenă de ARN nu rămâne legată de hidrogen de matrița de ADN În schimb, chiar în spatele regiunii în care sunt atașate ribonucleotidele, catena de ARN este deplasată și helixul ADN este recreat Astfel, moleculele de ARN produse prin transcripție părăsesc șablonul de ADN ca catene simple De asemenea, deoarece sunt copiate doar dintr-o regiune limitată de ADN, moleculele de ARN sunt mult mai scurte decât moleculele de ADN Molecula de ADN dintr-un cromozom uman poate avea o lungime de până la de milioane de perechi de baze; dimpotrivă, majoritatea moleculelor de ARN nu includ mai mult de câteva mii de nucleotide, iar multe sunt mult mai scurte Enzimele care efectuează transcripția se numesc ARN polimeraze La fel ca ADN polimeraza, care catalizează replicarea ADN-ului (am discutat despre asta în capitolul ), ARN polimerazele catalizează formarea legăturilor fosfodiester, prin care nucleotidele sunt conectate între ele și formează un lanț liniar Partea Mecanisme genetice de bază ' ' ADN ' ' lanț de matrice TRANSCRIERE Orez Ca rezultat al transcripției ADN-ului, se formează o moleculă de ARN monocatenar, complementară uneia dintre catenele de ADN desfășurarea helixului ADN chiar înainte de locul activ de polimerizare pentru a expune noua regiune ' O ^ ^ ' matrice catenă pentru spa complementară ARN saparea fundatiei În acest fel, lanțul de ARN în creștere continuă, nucleotidă cu nucleotidă, în direcția ' -> ' ( ) Substraturile sunt trifosfații nucleozidici (ATP, CTP, UTP și GTP); ca și în replicarea ADN-ului, hidroliza legăturilor de înaltă energie furnizează energia necesară pentru a desfășura reacția în direcția înainte (vezi Figura ) Eliberarea aproape imediată a unei catene de ARN din matrița de ADN în timpul sintezei înseamnă că multe copii de ARN pot fi făcute din aceeași genă într-un timp relativ scurt, deoarece sinteza următoarelor molecule de ARN începe înainte ca primul ARN să fie finalizat ( Fig ) Când moleculele de ARN polimerază se succed aproape îndeaproape - literalmente pe călcâie - fiecare dintre ele se mișcă cu o viteză de aproximativ de nucleotide pe secundă (viteza atinsă de eucariote) și mai mult de o mie de transcrieri pot fi sintetizate dintr-o genă într-o oră Deși ARN polimeraza catalizează în esență aceeași reacție chimică ca și ADN polimeraza, există câteva diferențe importante între acțiunile celor două enzime În primul rând, și cel mai evident, ARN polimeraza catalizează adăugarea de ribonucleotide, nu dezoxiribonucleotidele În al doilea rând, spre deosebire de ADN-polimerazele care reproduc ADN-ul, ARN-polimerazele sunt capabile să înceapă un lanț de ARN fără un primer Poate că această diferență se datorează faptului că transcripția nu trebuie să fie la fel de precisă ca replicarea ADN-ului (vezi Tabelul , p ) Spre deosebire de ADN, ARN-ul nu este un depozit permanent de informații genetice în celule ARN polimerazele fac aproximativ o eroare pentru fiecare nucleotidă IO copiată în forma de ARN (comparați cu rata de eroare a procesului de copiere directă prin ADN polimerază, aproximativ una pentru nucleotide IO ), iar consecințele unei erori în timpul transcripției ARN sunt mult mai puțin semnificative decât sunt în timpul replicării ADN-ului Deși ARN polimerazele sunt departe de a fi la fel de precise ca ADN polimerazele, care reproduc ADN-ul, ele au totuși un mecanism de corectare modest Dacă se adaugă ribonucleotida greșită la catena de ARN în creștere, polimeraza poate face un pas înapoi, iar locul activ al enzimei poate efectua o reacție de excizie care este similară cu inversul polimerizării, cu excepția faptului că se folosește apă în loc de pirofosfat și nucleozidul monofosfat este eliberată Având în vedere că atât ADN-ul, cât și ARN polimerazele efectuează polimerizarea dirijată cu șablon a nucleotidelor, ar fi de așteptat ca aceste două tipuri de enzime să aibă o analogie structurală Cu toate acestea, studiile cristalografice cu raze X ale enzimelor de ambele tipuri arată că, pe lângă prezența ionului Mg + fundamental în situsul catalitic, practic nu au niciun fel bL otDNAcARN a) ' ' ARN polimeraza direcția transcripției dublu catenă de ADN ribonucleozide trifosfați canal de ieșire ' ARN canal de intrare centru activ al ribonucleozidelor trifosfate transcript de ARN nou sintetizat scurtă întindere a helixului ADN-ARN nou sintetizat ARN pe scurt deplasat ADN-ARN spirală ADN fără șablon Orez ADN-ul este transcris de enzima ARN polimeraza a) ARN polimeraza (albastru pal) țopăie în jurul ADN-ului, derulând helixul ADN-ului în locul său activ Pe măsură ce progresează, polimeraza adaugă nucleotide (reprezentate ca forme mici "G") una câte una la catena de ARN de la locul de polimerizare, folosind catena expusă de ADN ca șablon Astfel, un transcript de ARN este o copie complementară a uneia dintre cele două catene de ADN Prin urmare, o regiune scurtă a helixului ADN-ARN (aproximativ nouă perechi de baze în lungime) se formează doar pentru o clipă, iar "fereastra" helixului ADN-ARN se deplasează de-a lungul ADN-ului împreună cu polimeraza Nucleotidele intră în situsul activ sub formă de ribonucleozide trifosfați (ATP, UTP, CTP și GTP), iar energia stocată în legăturile lor interfosfat determină reacția de polimerizare (vezi Figura ) b) Structura ARN polimerazei bacteriene determinată prin cristalografie cu raze X Patru subunități diferite, marcate cu culori diferite, alcătuiesc această ARN polimerază Catena de ADN folosită ca șablon este roșie, iar catena nematriceală este galbenă (Imaginea a reproiectat dintr-un desen prin amabilitatea lui Robert Landick; structura b este o mișcare generoasă a lui Seth Darst) Partea Mecanisme genetice de bază eu µm Orez Transcrierea a două gene observată cu un microscop electronic Fotomicrografia arată multe molecule de ARN polimerază care transcriu simultan una sau alta dintre cele două gene adiacente Moleculele de ARN polimerază arată ca o serie de puncte de-a lungul moleculei de ADN cu transcrieri nou sintetizate atașate de aceasta (fire subțiri) Moleculele de ARN (ARN ribozomal) prezentate în acest exemplu nu sunt traduse în proteine, ci sunt utilizate direct ca componente ale ribozomilor, mașinile de traducere Se crede că particula de la capătul ' (capătul liber) al fiecărei transcrieri de ARNr reprezintă ribozomul rudimentar Din lungimile transcriptelor nou sintetizate, se poate concluziona că moleculele de ARN polimerază sunt transcrise de la stânga la dreapta (Foto curtoazie lui Ulrich Scheer ) ceea ce este comun Într-adevăr, enzimele implicate în polimerizarea nucleotidelor conduse de șablon par să fi apărut independent unele de altele în timpul evoluției celulare timpurii O filiație a condus la ADN polimeraze și revers transcriptaze moderne, pe care le-am întâlnit în Capitolul , precum și la mai multe ARN polimeraze virale cu o singură subunitate O altă linie a dat naștere tuturor ARN polimerazelor celulare moderne (>Figura ( ), care suntem despre care vorbim în acest capitol Celulele produc mai multe tipuri de ARN Majoritatea genelor înglobate în ADN-ul unei celule determină secvența de aminoacizi a proteinelor; moleculele de ARN care sunt copiate din aceste gene (și care în cele din urmă direcționează sinteza proteinelor) se numesc molecule de ARN mesager (ARNm; ARN mesager) Cu toate acestea, produsul final al unei minorități de gene este ARN-ul însuși Analiza atentă a secvenței complete de ADN a genomului de drojdie cerevisiae a făcut posibilă descoperirea a peste de gene (puțin mai mult de % din numărul total de gene de drojdie) care produc ARN ca produs final Astfel de molecule de ARN, precum proteinele, servesc ca componente enzimatice și structurale într-o varietate de procese care au loc în celulă În capitolul , am întâlnit un astfel de ARN, un șablon închis în enzima telomerază Deși multe dintre aceste ARN-uri necodificatoare sunt încă un mister, vom vedea în acest capitol că moleculele mici de ARN nuclear (snPHK) direcționează splicing-ul pre-ARNm pentru a forma ARNm, că moleculele de ARN ribozomal (ARNr) formează o schelă ribozomii și moleculele de ARN de transfer (ARNt; ARN de transfer) servesc ca adaptori care preiau aminoacizi și îi mențin pe loc pe ribozom pentru încorporarea în lanțul proteic În cele din urmă, vom vedea în Capitolul că moleculele de microARN (miARN) și moleculele mici de ARN interferent (siRNA) servesc ca regulatori cheie ai expresiei genelor eucariote (lig) t ADN la ARN • dimerizare • dobândirea de reziduuri de lizină ' ♦ • dobândirea de n resturi de acid aspartic şi • achiziţionarea buclelor în structură N butoi antic dublu-t Orez Evoluția ARN polimerazelor celulare moderne Conform acestei ipoteze, ARN polimerazele au evoluat dintr-un domeniu proteic antic numit baril dublu-p Se consideră că definirea etapelor evolutive includ dimerizarea domeniului, inserarea de "bucle mari" de polipeptidă, achiziția a două lizine critice necesare pentru orientarea șablonului și achiziția a trei resturi de acid aspartic necesare pentru legarea ionilor de magneziu la locul activ Această diagramă ilustrează evoluția celor mai mari două subunități de ARN polimerază, care formează locul activ al enzimei Structurile subunităților p și P' ale enzimei E coli sunt prezentate aici, dar subunitățile enzimei eucariote corespunzătoare sunt strâns legate de acestea : , ) Fiecare bucată de ADN care este transcrisă se numește unitate de transcripție La eucariote, o unitate de transcripție, de regulă, transportă informații de la o singură genă și, prin urmare, codifică fie o moleculă de ARN, fie o singură proteină (sau un grup de proteine înrudite, dacă splicing-ul transcriptului de ARN primar are loc nu într-una, ci în mai multe moduri - cu obţinerea diferitelor molecule de ARNm) În bacterii, un set de gene învecinate este adesea transcris ca o singură unitate; molecula de ARNm produsă poartă, prin urmare, informații pentru mai multe proteine diferite În general ARN-ul reprezintă câteva procente din masa uscată a celulei Proporția principală de ARN din celule este reprezentată de ARNr; ARNm reprezintă doar - % din cantitatea totală de ARN dintr-o celulă tipică de mamifer Totalitatea moleculelor de ARNm este formată din zeci de mii de tipuri diferite, iar în fiecare celulă există în medie doar - molecule din fiecare tip de ARNm Partea Mecanisme genetice de bază TIP ARN ARNm ARNr ARNt snPHK snoPHK scaPHK miPHK siPHK alte ARN-uri necodante Tabelul Principalele tipuri de ARN sintetizate în celulă FUNCȚII matrice, sau informaţie, ARN; codifică proteine ARN ribozomal - formează cadrul structural al ribozomului și catalizează sinteza proteinelor transfer ARN-uri; participanții centrali în procesul de sinteză a proteinelor acționând ca adaptori între ARNm și aminoacizi ARN nuclear mic; implicat în procese nucleare multiple, inclusiv splicing pre-ARNm ARN-uri nucleolare mici; utilizat pentru prelucrarea și modificarea chimică a ARNr ARN mici din corpurile Cajal; utilizat pentru a modifica miARN-urile snoPHK și snPHK; reglează expresia genelor, de obicei prin blocarea traducerii ARNm-urilor individuale ARN-uri interferente mici; dezactivarea expresiei genelor prin controlul degradării ARNm-urilor individuale și formarea structurilor cromatinei compacte acționează în diferite procese celulare, inclusiv sinteza telomerilor, inactivarea cromozomului X și transportul proteinelor în ER Pentru o transcriere corectă a unei gene, ARN polimeraza trebuie să recunoască unde să înceapă și unde să-și termine activitatea din genom Modalitățile în care ARN polimerazele îndeplinesc aceste sarcini la bacterii și eucariote sunt oarecum diferite Deoarece aceste procese sunt mai simple la bacterii, vom începe călătoria noastră cognitivă cu ele Inițierea transcripției este un pas deosebit de important în expresia genelor, deoarece este punctul principal în care celula reglează ce proteine să producă și cu ce ritm La bacterii, enzima principală (enzima de bază) ARN polimeraza este un complex cu mai multe subunități care sintetizează ARN folosind un șablon ADN ca ghid O subunitate auxiliară, numită factor o, se leagă de enzima de bază și o ajută să citească semnalele încorporate în ADN, care îi "spune" de unde să înceapă transcrierea ( ) In total factorul o și enzima de bază sunt cunoscute ca holoenzimă ARN polimerază; acest complex se atașează de ADN-ul bacterian atunci când se ciocnește de acesta, iar holoenzima tinde să alunece rapid de-a lungul moleculei lungi de ADN până când se separă din nou Cu toate acestea, atunci când o holoenzimă polimerază intră într-o regiune a dublei helix ADN numită promotor - o secvență specifică de nucleotide care marchează punctul de plecare pentru sinteza ARN - polimeraza se leagă strâns de acel ADN Holoenzima polimerază recunoaște secvența promotorului ADN folosind factorul o și face contacte specifice cu porțiunile de bază care sunt expuse în exteriorul helixului (pasul din Figura ) După ce holoenzima ARN polimerază se leagă ferm de promotorul ADN în acest fel, deschide dubla helix pentru a expune o scurtă întindere de nucleotide pe fiecare catenă (pasul din Figura ) Spre deosebire de reacția ADN helicazei (vezi Figura ), această deschidere limitată a helixului nu necesită t ADN la ARN ARN Orez Ciclul de transcripție al ARN polimerazei bacteriene În pasul , holoenzima ARN polimerază (nucleu de polimerază plus factorul o) se asamblează și localizează promotorul (vezi Figura ) Polimeraza derulează ADN-ul în poziția în care ar trebui să înceapă transcripția (pasul ) și începe transcripția (pasul ) Această sinteză inițială de ARN (numită uneori "inițiere avortivă") este caracterizată printr-o eficiență destul de scăzută Cu toate acestea, odată ce ARN polimeraza a sintetizat aproximativ nucleotide de ARN, se decuplează de promotorul ADN și slăbește și în cele din urmă își rupe contactele cu factorul o Apoi polimeraza trece la modul de alungire (continuare) a sintezei ARN (etapa ), deplasându-se de-a lungul ADN-ului (în dreapta în această diagramă) În timpul modului de alungire (etapa ), ARN polimeraza operează la o productivitate ridicată, părăsind șablonul ADN și eliberând ARN nou transcris numai atunci când întâlnește un semnal de terminare (etapele și ) Semnalele de terminare sunt de obicei codificate în ADN, iar acțiunea multora dintre ele se bazează pe formarea în ARN a structurilor care destabilizază legătura dintre ARN și polimerază (etapa ) În bacterii, toate moleculele de ARN sunt sintetizate de același tip de ARN polimerază și, prin urmare, ciclul descris în această figură se referă atât la sinteza moleculelor de ARNm, cât și la sinteza ARN-urilor structurale și catalitice (Adaptat după un desen prin amabilitatea lui Robert Landick ) energia hidrolizei ATP În schimb, atât polimeraza cât și ADN-ul suferă modificări structurale reversibile care le plasează într-o stare care este energetic mai favorabilă decât starea inițială de legare una cu cealaltă pentru a începe lanțul ARN (pasul din Figura ) După ce primele zece nucleotide ARN au fost sintetizate (un proces relativ ineficient în timpul căruia polimeraza sintetizează și aruncă oligomerii ARN scurti), enzima de bază își rupe legăturile Partea Mecanisme genetice de bază acțiuni cu ADN-ul promotor, își slăbește interacțiunile cu factorul o și începe să avanseze de-a lungul ADN-ului, sintetizând ARN (pașii și din Fig ) Deci alungirea lanțului (alungirea) continuă (la o rată de aproximativ de nucleotide pe secundă pentru ARN polimerazele bacteriene) până când enzima întâlnește un al doilea semnal pe ADN, un semnal de oprire, care se numește terminator (terminator; va fi descris mai jos), la care polimeraza se oprește și eliberează atât catena de ARN nou formată, cât și șablonul ADN (pasul din Figura ) După ce enzima de bază a polimerazei este eliberată la terminator, se reunește la factorul liber o și formează o holoenzimă care poate începe din nou procesul de transcripție Procesul de inițiere a transcripției este complex și necesită ca holoenzima ARN polimeraza și ADN-ul să sufere o serie de modificări conformaționale Ne putem gândi la aceste schimbări ca la deschiderea ADN-ului și plasarea acestuia în locul activ, care este însoțită de "strângerea" (contracția) enzimei din jurul ADN-ului și ARN-ului pentru a ne asigura că nu se separă de ele înainte de a se desprinde a terminat transcrierea genei Dacă ARN polimeraza se separă prematur, atunci nu va putea relua sinteza, ci va trebui să o reia la promotor Cum opresc terminatorii ADN alungirea? Pentru majoritatea genelor bacteriene, semnalul de oprire constă dintr-un șir de perechi de baze A-T precedate de o secvență de ADN dublu simetrică care, atunci când este transcrisă în ARN, se pliază într-o structură în ac de păr prin împerecherea de baze Watson-Crick (complementară) (vezi Fig ) ) Când polimeraza transcrie terminatorul, formarea acelor de păr poate ajuta la tragerea transcriptului ARN din situsul activ Un hibrid ADN-ARN în situsul activ, reținut în terminator în primul rând prin interacțiunile dintre perechile de baze U-A (astfel de perechi sunt mai puțin stabile decât perechile de baze G-C deoarece au două, mai degrabă decât trei legături de hidrogen per pereche de baze), nu este suficient de puternic pentru a rețin ARN-ul și, prin urmare, se disociază, determinând eliberarea ADN-ului din polimerază (pasul din Figura ) Astfel, în unele privințe, la terminarea transcripției, tranzițiile structurale care au avut loc în timpul inițierii sunt inversate În plus, procesul de terminare exemplifică tema acestui capitol: plierea ARN-ului în structuri specifice afectează multe etape în decodificarea genomului Atât semnalele de început a transcripției, cât și semnalele de sfârșit a transcripției sunt eterogene în secvențele de nucleotide După cum tocmai am văzut, procesele de inițiere și terminare a transcripției includ o serie de tranziții structurale complexe în moleculele de proteine, ADN și ARN Adesea, recunoașterea semnalelor codificate de ADN care stabilesc aceste tranziții este o sarcină dificilă pentru cercetători Într-adevăr, compararea multor promotori bacterieni diferiți dezvăluie un grad surprinzător de diversitate Cu toate acestea, toate conțin secvențe înrudite care reflectă, parțial, acele caracteristici ADN care sunt recunoscute direct de factorul o Astfel de caracteristici comune sunt adesea reduse la forma unei secvențe consens (secvență de nucleotide consens; Fig ) O secvență de nucleotide consens este obținută prin compararea mai multor secvențe cu aceeași funcție de bază și apoi calculând nucleotidele care apar cel mai frecvent la fiecare poziție Prin urmare, ea servește b I Din DNAcRNA a) O o (C T G A d - - nucleotide Orez Secvența consens a clasei principale de promotori de E coli, a) Acești promotori sunt caracterizați prin două secvențe ADN hexamerice, secvența- și secvența- , denumite pentru locația lor aproximativă față de începutul transcripției (notat + ) Pentru comoditate, este prezentată secvența de nucleotide a unei singure catene de ADN; de fapt, ARN polimeraza recunoaște promotorul ca ADN dublu catenar Pe baza unei comparații a de promotori, sunt date frecvențele a patru nucleotide standard la fiecare poziție în hexameri - și - Secvența consens prezentată mai jos diagramă reprezintă cea mai comună nucleotidă, b) distanța dintre secvențele - și - care apar la fiecare poziţie din eşantionul de promotori Între secvențele de nucleotide localizat de hexameri - și - , nu a fost găsită nicio asemănare semnificativă, b) Distribuție intervalul dintre hexamerii - și - în promotorii E coli Informațiile raportate în aceste două diagrame se referă la promotorii E coli care sunt recunoscuți de ARN polimerază și un factor a bazic (notat a ) După cum vom vedea în capitolul următor, bacteriile au, de asemenea, factori minori sau alternativi, dintre care fiecare își recunoaște propria secvență specifică de promotor Unii promotori deosebit de puternici recunoscuți de ARN polimeraza și factorul a au o secvență suplimentară în amonte (în stânga acestei figuri) a hexamerului - și recunoscuți de o subunitate diferită a ARN polimerazei secvența totală sau medie pentru un număr mare de secvențe de nucleotide individuale Secvențele de ADN ale promotorilor bacterieni individuali determină puterea acestora (numărul de evenimente de inițiere pe un anumit promotor pe unitatea de timp) Evo Partea Mecanisme genetice de bază Procesele evolutive le-au reglat pe fiecare dintre ele în așa fel încât "declanșează" transcripția ori de câte ori este necesar și, astfel, au creat o mare varietate de promotori Promotorii genelor care codifică proteinele comune sunt mult mai puternici decât cei atribuiți genelor care codifică proteinele minore - și aceste diferențe se află în secvențele de nucleotide ale promotorilor Ca și promotorii bacterieni, secvențele terminatorilor de transcripție variază, de asemenea, foarte mult, dar toți au potențialul de a forma o structură simplă de ARN în ac de păr, care este cea mai importantă caracteristică comună a lor Deoarece un astfel de potențial este inerent într-un număr practic nelimitat de secvențe de nucleotide, secvențele de terminator sunt chiar mai diverse decât cele de promotor Am discutat despre promotorii și terminatorii bacterieni în detaliu pentru a ilustra un punct important legat de secvențierea genomului Deși știm multe despre promotorii și terminatorii bacterieni și putem construi secvențe consens care rezumă caracteristicile lor cele mai izbitoare, diversitatea secvențelor lor de nucleotide face dificilă localizarea lor cu precizie prin analiza directă a secvenței de nucleotide a genomului Este și mai dificil să localizați secvențe similare în genomii eucariote, parțial din cauza "redundantei" ADN-ului încorporat în ele Adesea, pentru a localiza și interpreta cu acuratețe semnalele scurte de ADN conținute în genomi, avem nevoie de informații suplimentare care pot fi obținute dintr-un experiment Deoarece ADN-ul este dublu catenar, două molecule de ARN diferite pot fi, în principiu, transcrise din orice genă dacă fiecare dintre cele două catene de ADN este utilizată ca șablon Cu toate acestea, o genă are de obicei un singur promotor și, deoarece secvența de nucleotide a promotorului este asimetrică (vezi Figura ), polimeraza se poate lega de regiunea ADN corespunzătoare doar într-o singură orientare Polimeraza sintetizează ARN-ul în direcția ' ' și, prin urmare, poate transcrie doar unul din lanțurile acoperite de genom (p ) Secvențele genomului arată A) ADN dublu helix b) ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ARN ARN polimeraza, care se deplasează de la stânga la dreapta, folosește catena inferioară a ADN-ului ca șablon pentru sinteza ARN ARN polimeraza, care se deplasează de la dreapta la stânga, folosește catena superioară a ADN-ului ca șablon pentru sinteza ARN Orez Importanța orientării ARN polimerazei Catena de ADN care servește ca șablon este transcrisă în direcția '-> ' Astfel, direcția de mișcare a ARN polimerazei determină care dintre cele două catene de ADN va servi ca șablon pentru sinteza ARN, așa cum se arată în imaginile a și b Direcția polimerazei, la rândul său, este determinată de orientarea secvenței promotorului, locul în care ARN polimeraza începe transcripția /I Din DNAcRNA acea catenă de ADN utilizat ca șablon pentru sinteza ARN variază de la genă la genă, în funcție de locația și orientarea promotorului (shs ) transcrieri ARN cromozomul E coli / gena a gena d gena e ' ' gena b gena c gena f gena g ' de perechi de baze Orez Direcții de transcriere pe un segment scurt al cromozomului bacterian Unele gene sunt transcrise folosind o catenă de ADN ca șablon, în timp ce altele sunt transcrise dintr-o catenă diferită de ADN Direcția transcripției este determinată de promotor la începutul fiecărei gene (săgeți verzi) Această diagramă arată aproximativ , % ( de perechi de baze) din cromozomul E coli Genele transcrise de la stânga la dreapta folosesc catena inferioară de ADN ca șablon; cele care sunt transcrise de la dreapta la stânga folosesc firul superior ca șablon Luând în considerare transcripția în bacterii, ne întoarcem acum la situația din lumea eucariotelor, unde sinteza moleculelor de ARN este mult mai complicată Inițierea transcripției la eucariote necesită multe proteine diferite Spre deosebire de bacterii, care au un tip de ARN polimerază, trei astfel de enzime apar în nucleele eucariote: ARN polimeraza I, ARN polimeraza II și ARN polimeraza III Aceste trei polimeraze sunt similare structural între ele (și cu enzima bacteriană) și includ unele subunități comune, dar transcriu diferite tipuri de gene (ja) ARN polimerazele I și III transcriu gene care codifică ARN de transfer, ARN ribozomal și diverse ARN-uri mici ARN polimeraza II transcrie majoritatea genelor, inclusiv toate cele care codifică proteine și, prin urmare, discuția noastră ulterioară se va concentra asupra acestei enzime Tabelul Trei tipuri de ARN polimeraze eucariote ARN polimeraza ARN polimeraza II , S, S și S genele ARNr toate genele care codifică proteine, plus genele snoPHK, miPHK, siPHK și majoritatea genelor snPHK ARN polimerazei III gene ARNt, ARN-uri, unele gene snARN și alte gene ARN mici Notă Moleculele de ARNr sunt denumite în funcție de valorile lor intrinseci S, care reflectă viteza de sedimentare în timpul ultracentrifugării Cu cât valoarea S este mai mare, cu atât molecula de ARNr este mai mare Deși ARN polimeraza II eucariotă este structural foarte similară cu ARN polimeraza bacteriană (>Figura ), există câteva diferențe importante în modul în care funcționează aceste enzime între bacterii și eucariote, dintre care două le vom discuta chiar acum: În plante, mai există două ARN polimeraze, IV și V, înrudite cu polimeraza II - Aprox ed Partea Mecanisme genetice de bază Orez Similaritate structurală între ARN polimeraza bacteriană și ARN polimeraza eucariotă II Regiunile acestor două ARN polimeraze cu structură similară sunt prezentate în verde Polimeraza eucariotă este mai mare decât enzima bacteriană ( subunități în loc de ) și conține câteva regiuni suplimentare (marcate cu gri} Bilele albastre sunt atomi de zinc care servesc ca componente structurale ale polimerazelor, iar bila roșie este un atom de magneziu situat în locul activ, unde are loc și polimerizarea (de fapt, ionii de zinc și ionii de magneziu) ARN polimerazele tuturor celulelor moderne (bacterii, arhee și eucariote) sunt strâns legate, indicând astfel că principalele componente ale acestei enzime erau deja existente înainte divergența acestor trei ramuri principale ale arborelui vieții (Structură prin amabilitatea lui R Cramer și R Kornberg ) În timp ce ARN polimeraza bacteriană necesită o singură proteină suplimentară (factorul cr) pentru a iniția in vitro, ARN polimerazele eucariote necesită multe proteine suplimentare, denumite colectiv factori de transcripție generali (uneori numiți de bază) La eucariote, procesul de inițiere a transcripției este asociat în mod necesar cu ambalarea ADN-ului în nucleozomi și în structuri cromatinei de ordin superior, caracteristici care nu se găsesc în cromozomii bacterieni ARN polimeraza II necesită factori de transcripție comuni Factorii generali de transcripție ajută la poziționarea corectă a ARN polimerazei eucariote pe promotor, ajută la decuplarea celor două catene de ADN - pentru a oferi un loc pentru începerea transcripției - și ajută la eliberarea ARN polimerazei din promotor în modul de alungire odată ce transcripția a început Aceste proteine sunt "obișnuiți", deoarece sunt solicitați în aproape toți promotorii utilizați de ARN polimeraza II și fac parte din ansamblul proteinelor care interacționează; se numesc TFII (care înseamnă factor de transcripție pentru polimeraza II) și sunt denumite TFIIB, TFIID și așa mai departe b I din DNAcRNA Într-un sens larg, factorii de transcripție eucarioți comuni îndeplinesc funcții echivalente cu cele ale factorului cr în bacterii; și într-adevăr, părțile TFIIF au aceeași structură tridimensională ca părțile corespunzătoare ale lui o Figura arată modul în care factorii de transcripție obișnuiți sunt asamblați la promo- tori utilizate de ARN polimeraza II, iar Tabelul rezumă funcțiile acestora Procesul de asamblare începe atunci când factorul de transcripție comun TFIID se leagă de o secvență scurtă de ADN dublu catenar compusă predominant din Orez Inițierea transcripției genei eucariote prin ARN polimeraza II Pentru a începe transcripția, ARN polimeraza necesită mai mulți factori de transcripție comuni, a) Promotorul conține o secvență de ADN numită cutie TATA, care este situată la o distanță de de nucleotide de locul inițierii transcripției, b) Prin subunitatea sa TBP, TFIID recunoaște și leagă cutia TATA, care furnizează ulterior legarea adiacentă a TFIIB c) Pentru simplitate, distorsiunea ADN produsă de legarea TFIID (vezi Fig ) nu este prezentată, d) Restul factorilor generali de transcripție, precum și ARN polimeraza în sine, se adună pe promotor, e) După aceea, TFIIH folosește ATP la dubla helix de ADN la începutul transcripției, expunând local catena șablon Odată cu aceasta, TFIIH fosforilează ARN polimeraza II, modificându-i conformația astfel încât polimeraza să fie eliberată de factori comuni și să poată începe etapa de alungire a transcripției După cum se arată în diagramă, locul de fosforilare este o coadă lungă de polipeptidă C-terminală, numită și domeniul C-terminal (CTD), care pare a fi expusă din molecula de polimerază Diagrama de asamblare prezentată în figură a fost întocmită pe baza rezultatelor experimentelor efectuate / ? vitro și ordinea exactă în care factorii de transcripție comuni se adună pe promotori poate varia de la genă la genă in vivo Factorii generali de transcripție au păstrat un conservatorism ridicat în cursul evoluției; unele dintre ele, inerente celulelor umane, pot fi înlocuite în experimentele biochimice cu factorii corespunzători inerenți drojdiilor simple începutul transcripției TATA-caseta I A) TFIID TBP (proteina care leagă TATA) TFIIB Domeniul C-terminal \ TFIIF Alţi factori de transcripţie ' \r~~ , TFIIE TFIIH ARN polimeraza II A) e) UTP, ATP STR, GTP R ACȚIUNEA ELICAZEI ȘI FOSFORILĂRII DOMENIULUI C-TERMINAL DECONECTAREA MAI MAI - FACTORI GENERALI DE TRANSCRIPIRE ARN TRANSCRIERE Partea Mecanisme genetice de bază Tabelul Factori generali de transcripție necesari pentru inițierea transcripției de către ARN polimeraza II eucariotă NUME NUMĂR ROL ÎN INITIEREA TRANSCRIPERII TFIID Subunitatea TBP recunoaște caseta TATA Subunitatea TAF a oului recunoaște alte secvențe ADN în jurul punctului de pornire a transcripției; reglează legarea ADN-ului de către TBP TFIIB recunoaște elementul BRE în promotori; orientează precis ARN polimeraza la locul inițierii transcripției TFIIF stabilizează interacțiunea ARN polimerazei cu TBP și TFIIB; ajută la recrutarea TFIIE și TFIIH TFIIE recrutează și reglementează TFIIH TFIIH desfășoară ADN-ul la începutul transcripției; fosforilează Ser din domeniul C-terminal al ARN polimerazei; eliberează ARN polimeraza din promotor Notă: TFIID constă din TBP și aproximativ subunități suplimentare numite TAF (factori asociați TBP; factori asociați TBP) a nucleotidelor T și A Din acest motiv, această secvență este cunoscută sub denumirea de secvența TATA sau cutia TATA, iar subunitatea TFIID care o recunoaște a fost numită TBP (proteina de legare a casetei TATA; proteina de legare a casetei TATA) Cutia TATA este de obicei localizată de nucleotide în amonte de locul de începere a transcripției Începutul transcripției este semnalat nu numai de secvența ADN ( )is ), dar pentru majoritatea promotorilor polimerazei II, acest semnal este cel mai semnificativ Legarea TFIID determină o distorsiune puternică a secvenței ADN în regiunea cutiei TATA (Fig ) Se crede că această distorsiune servește drept ghid fizic pentru a localiza promotorul activ în întinderea vastă a genomului, cu secvențele de ADN de pe ambele părți ale distorsiunii reunite pentru a pregăti locul pentru etapele ulterioare în asamblarea proteinei Alți factori și ARN polimeraza II se adună apoi pentru a forma un complex complet de inițiere a transcripției; vezi Figura Factorul de transcripție comun cel mai complex organizat este TFIIH Constând din subunități, are aproape aceeași dimensiune ca și ARN polimeraza II în sine și, după cum vom vedea în curând, îndeplinește câteva dintre funcțiile enzimatice necesare inițierii transcripției După formarea complexului de inițiere a transcripției pe ADN-ul promotor, ARN polimeraza II trebuie să obțină acces la catena matriță la începutul transcripției Factorul TFIIH, care conține ADN helicaza ca una dintre subunitățile sale, face posibilă această etapă prin hidroliza ATP și desfășurarea ADN-ului, deschizând astfel catena matriță ARN polimeraza II apoi, ca și polimeraza bacteriană, rămâne pe promotor și sintetizează lungimi scurte de ARN până când suferă o serie de modificări conformaționale care îi permit să se îndepărteze de promotor și să intre în faza de alungire transcripțională Pasul cheie în această tranziție este atunci când grupările fosfat sunt atașate la coada ARN polimerazei (cunoscută sub numele de CTD sau domeniul C-terminal) La om, CTD constă din de repetări tandem cu aminoacizi și iese din structura principală a ARN polimerazei În timpul inițierii /I Din DNAcARN punctul de pornire al transcripției - - BRE TATA + INR DPE element de secvență consens factor de transcripție comun BRE G/CG/CG/A C G C CTFIIB TATA TATAA/T AA/TTVR INR S/T S/T A N T/A S/T S/TTFIID DPE A/GG A/T C G T GTFIID Orez Secvențe consens în apropierea punctelor de pornire a transcripției ARN polimerazei II eucariote Sunt indicate numele secvențelor de consens (prima coloană) și factorii comuni de transcripție care le recunosc (ultima coloană) Litera N reprezintă orice nucleotidă, iar două nucleotide separate printr-o bară oblică indică o probabilitate egală ca fiecare dintre ele să se afle în poziția indicată În realitate, fiecare secvență de consens este o reprezentare trunchiată a unei histograme precum cea prezentată în Fig Pentru majoritatea punctelor de pornire a transcripției ARN polimerazei II, sunt prezente doar două sau trei din cele patru secvențe enumerate De exemplu, mulţi promotori pentru polimeraza II conţin o secvenţă cutie TATA, dar cei care nu conţin de obicei o secvenţă INR "puternică" Deși cele mai multe dintre secvențele ADN care afectează inițierea transcripției sunt situate în amonte de punctul de pornire a transcripției, câteva, cum ar fi DPE prezentat în figură, sunt localizate în regiunea transcrisă N Orez Structura tridimensională a TBP (TATA box-binding protein) pe ADN-ul său legat TBP este o subunitate a factorului de transcripție general TFIID, care este responsabil pentru recunoașterea și legarea secvenței casetei TATA în ADN (roșu) Îndoirea unică a ADN-ului cauzată de TBP - două îndoituri în dublu helix separate de ADN-ul parțial desfășurat - poate servi drept ghid care ajută la recrutarea altor factori de transcripție obișnuiți TBP este un singur lanț polipeptidic pliat în două domenii foarte asemănătoare (albastru și verde) (Revizuit de la JL Keith et al , Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) ' ' CU T Partea Mecanisme genetice de bază Din punct de vedere transcripțional, serina situată în poziția a cincea a repetății (Ser ) este fosforilată de factorul TFIIH, care conține o protein kinază în altă subunități ale sale (vezi Fig , d și e) Polimeraza se poate separa acum dintr-un grup de factori de transcripție comuni În timpul acestui proces, suferă o serie de modificări conformaționale care măresc interacțiunea cu ADN-ul și dobândește noi proteine care îi permit să transcrie secvențe lungi, în unele cazuri timp de multe ore, fără a se separa de ADN Odată ce polimeraza II a început să alungească transcriptul ARN, majoritatea factorilor de transcripție obișnuiți sunt detașați din ADN, astfel încât să fie din nou gata să înceapă următoarea rundă de transcripție cu o nouă moleculă de ARN polimerază După cum vom vedea în scurt timp, fosforilarea cozii a ARN polimerazei II oferă, de asemenea, o "încărcare" a mașinilor sale de procesare a ARN, care permite proteinelor de procesare a ARN-ului să modifice ARN-ul nou transcris pe măsură ce iese din polimerază Polimeraza II necesită, de asemenea, un activator, un mediator și proteine care modifică cromatina Studiile privind comportamentul ARN polimerazei II și factorii de transcripție obișnuiți acceptați în "suitul său", efectuate experimente in vitro pe șabloane ADN purificate, au făcut posibilă construirea modelului de inițiere a transcripției tocmai descris Cu toate acestea, așa cum sa discutat în capitolul , în celulele eucariote, ADN-ul este împachetat în nucleozomi, care sunt, în plus, organizați în structuri cromatinei de ordin superior Ca urmare, începerea transcripției într-o celulă eucariotă este mai complicată și necesită chiar mai multe proteine decât atunci când se utilizează ADN purificat În primul rând, proteinele de reglare a expresiei genelor cunoscute ca activatori transcripționali trebuie să se lege de secvențe specifice de ADN și să ajute la recrutarea ARN polimerazei II la punctul de pornire a transcripției (Figura ) Rolul activatorilor va fi discutat în Capitolul deoarece aceștia reprezintă unul dintre instrumentele principale folosite de celulă pentru a regla expresia genelor Aici observăm pur și simplu că prezența lor pe ADN este necesară pentru inițierea transcripției într-o celulă eucariotă În al doilea rând, la eucariote, inițierea transcripției ip vivo necesită prezența unui complex proteic cunoscut ca mediator, care permite proteinelor activatoare să interacționeze corect cu polimeraza II și cu factorii de transcripție comuni În al treilea rând, într-o celulă eucariotă, enzimele care modifică cromatina recrutate local, inclusiv complexe de rearanjare a cromatinei și enzime modificatoare de histonă, sunt de obicei necesare pentru a iniția transcripția După cum sa discutat în capitolul , ambele tipuri de enzime fac ADN-ul care se află în cromatină mai accesibil și, astfel, facilitează asamblarea pe ADN-ul mașinii de inițiere a transcripției Vom reveni la rolul acestor enzime în inițierea transcripției în Capitolul După cum se arată în fig , un număr mare de proteine (cu mult peste de subunități individuale) trebuie să se asambleze la începutul transcripției pentru a o începe într-o celulă eucariotă Ordinea de asamblare a acestor proteine nu pare să urmeze o cale prescrisă; mai degrabă, diferă de la genă la genă Într-adevăr, unele dintre aceste complexe proteice diferite pot interacționa între ele departe de ADN și se pot monta pe ADN ca subansambluri pre-asamblate Pentru a începe transcripția, ARN polimeraza II trebuie eliberată din acest complex mare de proteine; Pe lângă etapele descrise în Fig , proteoliza in situ a proteinei activatoare este încă adesea necesară Ne vom intoarce b I din DNAcRNA -proteine activatoare eu eu amplificator (situl de legare a proteinei de activare) transcrieri ACERAREA A PRINCIPALILOR FACTORI DE TRANCRIPȚIE, ARN-POLIMERAZA, MEDIATOR, COMPLEXE DE RESTRUCTURARE A CROMATINEI ȘI HISTONACETILAZE complex de rearanjare a cromatinei enzime modificatoare de histonă Orez Inițierea transcripției de către ARN polimeraza II într-o celulă eucariotă Inițierea transcripției / ? vivo necesită prezența proteinelor activatoare transcripționale După cum este descris în capitolul , aceste proteine se leagă la secvențe scurte specifice de ADN Deși diagrama prezintă o singură proteină activatoare, în cazul unei gene eucariote tipice sunt multe: împreună determină rata și profilul de transcripție al genei Uneori, acționând la o distanță de câteva mii de perechi de baze (indicate prin linia întreruptă), astfel de proteine reglatoare ajută ARN polimeraza, factorii comuni de transcripție și mediatorul să se asambla pe promotor În plus, activatorii recrutează complecși de rearanjare a cromatinei dependente de ATP și histon acetilază Așa cum sa discutat în Capitolul , starea implicită a cromatinei este probabil filamente de nm (vezi Figura ); și aceasta este cel mai probabil forma de ADN pe care începe transcripția Pentru simplitate, nu este prezentat în figură la unele dintre aceste întrebări în Capitolul , când discutăm despre modul în care celulele eucariote pot regla procesul de inițiere a transcripției Odată ce a început transcripția, ARN polimeraza nu alunecă fără probleme peste molecula de ADN; mai degrabă, se mișcă brusc, făcând pauză la unele secvențe și transcriind rapid altele Atât ARN polimerazele bacteriene, cât și eucariote, care sunt implicate în alungirea lanțului, sunt asociate cu o serie de factori de alungire, proteine care reduc șansa ca ARN polimeraza să se separe înainte de a ajunge la sfârșitul genei Acești factori se leagă de obicei de ARN polimeraza la scurt timp după inițierea transcripției și ajută polimerazele să se deplaseze printr-o mare varietate de secvențe ADN - toate cele care apar în gene Pe măsură ce se deplasează prin șablonul ADN al ARN polimerazei Partea Mecanisme genetice de bază eucariotele trebuie să depășească și un alt obstacol - cromatina structurată; și sunt de obicei asistați de complecși de rearanjare a cromatinei dependente de ATP (vezi pp - ) Astfel de complexe se pot mișca împreună cu polimeraza sau pot pur și simplu "găsi și salva" o polimerază blocată aleatoriu În plus, unii factori de alungire asociați cu ARN polimeraza eucariotă facilitează transcripția prin nucleozomi fără a necesita energie suplimentară Încă nu este complet clar cum fac acest lucru, dar astfel de proteine pot înlocui pentru scurt timp dimerii H A-H B din miezul nucleozomului, înlocuindu-i în timp ce polimeraza trece prin acest nucleozom Există un alt obstacol pentru alungirea polimerazelor, atât bacteriene, cât și eucariote Înainte de a discuta această problemă, trebuie să luăm în considerare o proprietate complicată a dublei helix ADN numită ADN supercoiling sau ADN supercoiling ADN-ul supra-reparat este conformația pe care ADN-ul și-o asumă ca răspuns la un stres aplicat; la rândul său, formarea diferitelor bucle sau superbobine în duplexul ADN poate crea o astfel de tensiune Pe fig Figura prezintă aspectele topologice ale supraînfăşurării ADN-ului Pentru fiecare tură a dublei helix ADN, există aproximativ perechi de baze Imaginați-vă o spirală, ale cărei ambele capete sunt fixate unul față de celălalt (cum este cazul unui inel ADN, de exemplu, al unui cromozom bacterian, sau într-o buclă strânsă, în care formă se crede că există în cromozomii eucarioți ) În acest caz, derularea fiecărei perechi de baze va fi compensată de formarea unei superbobine mari de ADN Formarea unei astfel de superbobine este favorabilă din punct de vedere energetic deoarece restabilește pasul normal al dublei helix în restul regiunilor perechi de baze, care altfel ar trebui să se contracte din cauza capetelor prinse ARN polimeraza creează, de asemenea, tensiune atunci când se deplasează de-a lungul secțiunii de ADN cu capete fixe (vezi Fig , c) Deoarece o polimerază în mișcare nu se poate roti rapid (și o astfel de rotație este dificilă din cauza dimensiunii ARN polimerazelor și a transcriptelor atașate acestora), mișcarea ei de-a lungul ADN-ului determină o tensiune pozitivă în spirala ADN-ului în fața enzimei și o tensiune negativă în spate ea Pentru eucariote, se crede că această situație are un anumit avantaj: supraînfăşurarea pozitivă a ADN-ului înainte de polimerază îngreunează desfăşurarea helixului ADN-ului, dar ar trebui, de asemenea, să faciliteze dezambalarea ADN-ului în nucleozomi, deoarece eliberarea ADN-ului din miezul histonei ajută la eliminarea superînfăşurării pozitive Orice proteină care se mișcă de-a lungul catenei de ADN în helixul dublu tinde să creeze tensiune în helixul dublu, determinând ADN-ul să se supraînvăluie La eucariote, enzimele ADN-topoizomerazei elimină rapid acest lucru (vezi Secțiunea ) În bacterii, o topoizomerază specializată numită ADN girază, folosind energia hidrolizei ATP, formează continuu superbobine în ADN, menținând astfel o tensiune constantă în ADN Acestea sunt superbobine negative (superbobine negative) - sunt răsucite în direcția opusă celei care se întâmplă în superbobinele pozitive (superbobine pozitive) formate atunci când orice regiune a helixului ADN este deschisă (nerăsucită) (vezi Fig , b) Ori de câte ori orice regiune a helixului nu este răsucită în ADN-ul bacterian, supraînfăşurarea negativă a ADN-ului este îndepărtată Prin urmare, sub acțiunea ADN-girazei, deschiderea helixului ADN în bacterii se va face energetic De la ADN la ARN a) ADN cu capăt liber b) ADN cu capete fixe e) desfășurarea ADN-ului la o lungime de perechi de baze (o tură a helixului) desfășurarea ADN-ului la o lungime de perechi de baze (o tură a helixului) ADN Helixul dublu ADN trebuie să se deruleze cu o tură se formează o supercoilă în dubla helix ADN molecula proteica SUPERBOBINA NEGATIVE SUPERBOBINA POZITIVE facilitează derularea helixului ADN- ul face dificilă derularea helixului Orez Tensiunea din ADN-ul face ca acesta să se superînvoaie a) În cazul unei molecule de ADN cu un capăt liber (sau o ruptură într-o catenă și o balama în cealaltă), dubla helix ADN se desfășoară cu o tură la fiecare perechi de nucleotide deschise, b) Dacă ceva împiedică rotația , atunci când helixul se deschide în ADN apare tensiunea O modalitate de a acomoda această tensiune ar fi creșterea pasului helixului de la la perechi de baze pe tură în dubla helix rămasă; totuși, spirala ADN-ului rezistă la o astfel de deformare ca un arc și preferă să elibereze stresul prin răsucirea în bucle supercoilate Ca rezultat, se formează o supercoilă în dubla helix ADN pentru fiecare perechi de nucleotide care sunt deschise În acest caz, este o superbobină pozitivă (superbobina), c) Superbobina ADN este cauzată de trecerea unei proteine prin dubla helix ADN Cele două capete ale ADN-ului prezentat aici nu se pot roti liber unul față de celălalt, iar molecula de proteină, conform presupunerii noastre, nu se poate roti liber atunci când se mișcă În astfel de condiții, mișcarea proteinei de-a lungul ADN-ului va duce la acumularea de spire în exces în helixul ADN-ului în fața proteinei și la deficiența acestora în spate, așa cum se arată în figură proces mai favorabil decât deschiderea helixului ADN, în care nu există superbobine Din acest motiv, ADN giraza facilitează de obicei acele procese genetice în bacterii - inclusiv inițierea transcripției de către ARN polimeraza bacteriană - care necesită deschiderea helixului (vezi Figura ) După cum am văzut, moleculele bacteriene de ARNm sunt sintetizate numai prin pornirea și oprirea ARN polimerazei în locații specifice din genom La eucariote, situația este complet diferită În special, transcripția este doar primul dintre câțiva pași necesari pentru a produce ARNm Alte Partea Mecanisme genetice de bază pașii cheie sunt modificarea covalentă a capetelor ARN-ului și îndepărtarea secvențelor de intron, care sunt îndepărtate din regiunile interne ale transcriptului ARN în timpul procesului de splicing ARN (ARN splicing; ) a) EUCARIOTE citoplasmă miez ADN intronii exonii eu I TRANSCRIERE II II U ' CAP ARN SPLICING ' POLIADENILARE aaaa EXPORT unitate de transcripție "transcript primar de ARN" O G capac pe ARN ARNm AAAA I proteină de traducere ) PROCARIOTE ADN TRANSCRIERE ARNm traducere proteină Orez O scurtă prezentare generală a pașilor din calea de la genă la proteină la eucariote și bacterii Nivelul final de proteine într-o celulă depinde de eficiența fiecărei etape și de rata de degradare a proteinei și a moleculelor de ARN a) În celulele eucariote, molecula de ARN obţinută în timpul transcripţiei conţine atât secvenţe codificante (exoni), cât şi necodante (introni) Înainte ca ARN-ul să poată fi tradus într-o proteină, ambele capete ale ARN-ului sunt modificate, intronii sunt "eliminați" printr-o reacție de splicing ARN catalizată enzimatic, iar ARNm rezultat este transferat din nucleu în citoplasmă Deși etapele procesării ARN sunt descrise în această figură ca unul după altul, în realitate ele pot avea loc simultan De exemplu, atașarea capacului ARN și îmbinarea încep de obicei înainte de finalizarea transcripției Datorită cuplării dintre transcripție și procesarea ARN, transcrierile primare - molecule de ARN care teoretic ar fi produse dacă nu ar exista procesare - sunt foarte rar găsite b) La procariote, producția de ARNm este mult mai ușoară Capătul ' al moleculei de ARNm este sintetizat în timpul inițierii transcripției, în timp ce capătul ' este sintetizat în timpul finalizării Deoarece celulele procariote nu au un nucleu, transcripția și translația au loc într-un compartiment comun De fapt, traducerea ARNm bacterian începe adesea înainte de finalizarea sintezei sale b I Din DNAcRNA La eucariote, ambele capete ale moleculelor de ARNm sunt modificate: capătul ' este acoperit (capripd), iar capătul ' este poliadenilat (poliadenilatiori) ( ) Astfel de Capetele "speciale" permit celulei să determine dacă ambele capete sunt prezente A) ARNm procariot codificare necodare secvență secvență ' ' r r r veveriță o veveriță proteina h ARNm eucariot care codifică necodificare (r) ' G- R R R secvenţă secvenţă \ \ , '-cap la proteină Orez Comparația structurii moleculelor de ARNm ale procariotelor și eucariotelor, a) Capetele ' și ' ale ARNm bacterian sunt capete de lanț nemodificate sintetizate de ARN polimerază, care, respectiv, începe și termină transcripția în aceste puncte Capetele ARNm eucariote corespunzătoare sunt formate prin acoperirea ' și scindarea transcriptului pre-ARNm, urmată de adăugarea unei cozi poli(A) Figura arată, de asemenea, o altă diferență între moleculele de ARNm procariote și eucariote: moleculele de ARNm bacteriene pot conține instrucțiuni pentru mai multe proteine diferite, în timp ce moleculele de ARNm eucariote conțin aproape întotdeauna informații despre o singură proteină, b) structura capacului ' la sfârșitul ARNm eucariotic moleculă Observați legătura neobișnuită - ' a -metilguaninei cu restul ARN-ului Multe molecule de ARNm eucariote poartă o modificare suplimentară: metilarea grupării '-hidroxil a ribozei celei de-a doua nucleotide (nu este prezentată) Partea Mecanisme genetice de bază pe molecula de ARNm (și astfel se asigură integritatea informațiilor înregistrate) înainte ca acest ARN să fie exportat din nucleu și tradus în proteină Îmbinarea ARN conectează diferite părți ale secvenței de codificare a proteinei între ele și conferă eucariotelor superioare capacitatea de a sintetiza mai multe proteine diferite din aceeași genă Un mecanism ingenios cuplează toți pașii de mai sus în procesarea ARN-ului cu alungirea transcripțională După cum sa menționat mai devreme, o etapă cheie în inițierea transcripției de către ARN polimeraza II este fosforilarea cozii ARN polimerazei II, numită CTD (domeniul C-terminal) Această fosforilare are loc treptat pe măsură ce ARN polimeraza începe transcripția și se deplasează în jos în ADN Nu numai că ajută ARN polimeraza II să se separe de alte proteine la începutul transcripției, dar permite și unui nou set de proteine să se lege de coada ARN polimerazei pentru a-și îndeplini funcțiile în timpul alungirii transcripționale și maturării ARN După cum va fi discutat mai târziu, unele dintre aceste proteine de procesare par să "sare" de la coada polimerazei la molecula de ARN emergentă pentru a începe "procesarea" acesteia de îndată ce iese din ARN polimerază Astfel, putem considera ARN polimeraza II, care operează în modul de alungire, ca o fabrică de ARN care transcrie ARN polimeraza factori de plafonare proteine de splicing ARN capac la capătul Capătul Z Orez ARN polimeraza eucariotă II ca "fabrică de ARN" Pe măsură ce polimeraza transcrie ADN-ul în ARN, ea poartă pe coada sa proteine de procesare pre-ARNm, care sunt transferate la momentul potrivit către ARN-ul emergent Coada, cunoscută sub numele de CTD, conține de repetări în tandem ale secvenței de aminoacizi ( de repetări hepta); există două serine în fiecare dintre repetări Proteinele de acoperire a ARN-ului se leagă mai întâi de coada ARN polimerazei atunci când aceasta este fosforilată la serina repetată de hepta târziu în procesul de inițiere a transcripției (vezi Figura ) Această strategie garantează acoperirea eficientă a capătului ' al moleculei de ARN care iese din ARN polimeraza Pe măsură ce polimeraza continuă să se transcrie, coada ei este fosforilată extensiv la pozițiile serinei de către kinaza asociată cu polimeraza alungită și în cele din urmă defosforilată la pozițiile serinei Aceste modificări ulterioare recrutează proteine de splicing la polimeraza în mișcare și procesarea '- capătul ARN-ului și sunt plasați astfel încât să acționeze asupra ARN-ului nou sintetizat - de îndată ce acesta apare din ARN polimerază Există multe enzime de procesare a ARN-ului și nu toate "cooperează" cu polimeraza În splicing ARN, de exemplu, coada poartă doar câteva componente critice; fiind transferate în molecula de ARN, ele servesc ca loc de nucleare pentru componentele rămase Când ARN polimeraza II finalizează transcripția unei gene, aceasta este eliberată din ADN, fosfatazele solubile elimină fosfații din coada acesteia și poate începe din nou transcripția Numai forma defosforilată a ARN polimerazei II poate începe sinteza ARN la promotor R \ \ * * (r) - ARN R p R R LLL b I din DNAcRNA ADN-ul în ARN și procesează ARN-ul pe care îl produce ( ) Complet CTD alungit este de aproape ori mai lung decât restul ARN polimerazei și, în esență, servește ca o legătură pentru a păstra o grămadă de proteine asortate până când sunt puse la lucru Această strategie de creștere a ratei reacțiilor succesive este adesea observată în celulă (vezi figurile și ) Odată ce ARN polimeraza II a produs aproximativ de nucleotide de ARN, capătul ' al noii molecule de ARN este modificat prin adăugarea unei structuri capac, care este o nucleotidă de guanină modificată (vezi Figura b) Reacția de copiere este efectuată de trei enzime care acționează secvenţial una după alta: una (fosfataza) elimină fosfatul de la capătul ' al ARN-ului nou sintetizat, cealaltă (guaniltransferaza) leagă GMP de acesta prin legătura '- ' în loc de '- ' obișnuit și a treia (metiltransferaza) adaugă o grupare metil la această guanozină ( ) Pentru că toate trei legați la o coadă de ARN polimerază fosforilată la serină (modificată de TFIIH în timpul inițierii transcripției), ei sunt gata să modifice capătul ' al transcriptului de îndată ce acesta iese din polimerază Capacul de metil ' marchează capătul ' al moleculelor de ARNm eucariote, iar acest reper ajută celula să distingă moleculele de ARNm de alte tipuri de molecule de ARN găsite în celulă De exemplu, transcriptele ARN ale ARN polimerazelor I și III nu sunt parțial limitate deoarece aceste polimeraze nu au CTD În nucleu, capacul este legat de un complex proteic numit CBP (proteina de legare a capacului), care, așa cum vom discuta în paragrafele următoare, asigură o procesare adecvată și un export adecvat de ARN Capacul '-metil joacă, de asemenea, un rol important în translația moleculelor de ARNm în citosol, despre care vom discuta spre sfârșitul acestui capitol sfârşitul b' al transcriptului ARN rezultat ' ' pppNpNp ppNpNp După cum sa discutat în capitolul , secvențele care codifică proteine ale genelor eucariote sunt de obicei întrerupte de ppNpNp Orez Reacții care duc la formarea unei structuri capac la capătul * al fiecărei molecule de ARN sintetizată de ARN polimeraza II În forma sa finală, capacul conține o nouă legătură - ' între restul -metilC încărcat pozitiv și capătul ' al transcriptului ARN (vezi Fig b) Litera N reprezintă oricare dintre cele patru ribonucleotide, deși nucleotida de la care începe lanțul ARN este de obicei reprezentată de o purină (A sau G) (Compilat din AJ Shatkin, BioEssays : Th-TP, Prin amabilitatea ICSU Press ) CH CH - metilarea bazei ppNpNp metilarea ribozei (numai cu câteva u caps) ppNpNp eu CH Partea Mecanisme genetice de bază secvenţe de codificare (introni) Descoperită în , această trăsătură a genelor eucariote i-a surprins pe oamenii de știință, care până atunci erau familiarizați doar cu genele bacteriene, care constau de obicei dintr-o regiune continuă de codificare a ADN-ului transcris direct în ARNm În contrast, s-a descoperit că genele eucariote sunt defalcate în porțiuni mici ale secvenței codificatoare - secvențe exprimate sau exoni - întrerupte de secvențe mult mai lungi de inserții sau introni; astfel, porțiunea de codificare a unei gene eucariote este adesea doar o mică parte din lungimea totală a genei ( ) gena p-globinei umane k?/ Și a) perechi de nucleotide gena factorului VIII uman W exonii b) de perechi de baze Orez Structura a două gene umane, care arată aranjarea reciprocă a exonilor și intronilor, o) Gena P-globinei relativ mică, care codifică una dintre subunitățile hemoglobinei proteinei purtătoare de oxigen, conține exoni (vezi și Fig ) ) ) Gena mult mai mare a Factorului VIII conține de exoni; codifică o proteină (Factor VIII) care joacă un rol important în procesul de coagulare a sângelui Cea mai comună formă de hemofilie este cauzată de mutațiile acestei gene Atât secvențele de intron, cât și secvențele de exon sunt transcrise în ARN Secvențele de introni sunt îndepărtate din ARN-ul nou sintetizat în timpul procesului de "splicing", sau splicing, ARN (ARN splicing) O mare parte din splicing-ul ARN care are loc în celule este direcționat către producerea de ARNm, iar discuția noastră despre acest proces se va concentra pe această așa-numită splicing a moleculei precursoare de ARNm (sau pre-mARN) Numai după procesarea capetelor ' și ' și splicing, un astfel de ARN poate fi numit ARNm În timpul fiecărui eveniment de îmbinare, un intron este îndepărtat prin trecerea prin două reacții succesive de transfer al grupării fosforil, cunoscute sub numele de reacții de transesterificare; atunci când un intron este îndepărtat, doi exoni sunt legați de acesta ca un "lasso" ( ) Deoarece numărul de fosfat de înaltă energie legăturile rămân neschimbate, aceste reacții ar putea, în principiu, să se desfășoare fără hidroliza nucleozidei trifosfat Cu toate acestea, mașina care catalizează splicing-ul pre-ARNm este complexă: constă din molecule de ARN accesorii și cel puțin de proteine și hidrolizează multe molecule de ATP într-un singur eveniment de splicing Această complicație suplimentară a sistemului asigură că îmbinarea este precisă b I din DNAcRNA A) intron ' ' exon \ dar ~ ' EL f lasou ' ѵ OH ' '-exon / ' Capătul ' al secvenței Orez Reacția de splicing pre-ARNm o) În prima etapă, o adenină specifică din secvența intronului (indicată cu roșu) reacționează cu locul de îmbinare ' și rupe coloana vertebrală zahăr-fosfat a ARN-ului în acel punct Capătul ' trunchiat al intronului este acum legat covalent de nucleotida adenină, așa cum se arată în detaliu în b, și astfel formează o buclă în molecula de ARN Capătul '-OH liber rezultat al secvenței de exon reacționează apoi cu începutul următoarei secvențe de exoni, prin care cei doi exoni se unesc și secvența de intron este eliberată într-un model lasso Aceste două secvențe de exon sunt astfel combinate într-o secvență de codificare adiacentă; secvența de introni eliberată este în cele din urmă degradată și, în același timp, suficient de flexibil pentru a face față uriașei varietati de introni găsiți într-o celulă eucariotă tipică Poate părea că eliminarea unui număr mare de introni în timpul îmbinării ARN este o risipă În încercarea de a explica de ce se întâmplă acest lucru, oamenii de știință au observat că aranjarea reciprocă a intronilor și exonilor pare să fi contribuit la apariția unor proteine noi și utile în cursul evoluției Astfel, datorită prezenței a numeroși introni în ADN în timpul recombinării genetice, este posibilă combinarea cu ușurință a exonilor diferitelor gene (vezi Secțiunea ), ceea ce simplifică foarte mult calea evolutivă a genelor pentru noile proteine datorită combinării părților a genelor preexistente Observația, descrisă în capitolul , că multe proteine din celulele actuale seamănă cu un mozaic compus dintr-un set comun de domenii proteice susține această idee Partea Mecanisme genetice de bază Îmbinarea ARN are un alt avantaj care este relevant astăzi Îmbinarea transcripției a multor gene eucariote (estimată la % din genele umane) are loc nu într-unul, ci în mai multe moduri, permițând astfel unei gene să dea un set corespunzător de proteine diferite ( În loc de Oricât de risipitor ar părea la prima vedere, splicing-ul ARN le permite eucariotelor să multiplice potențialul de codare deja enorm al genomului lor Vom reveni la această idee din nou în acest capitol și în următorul, dar mai întâi trebuie să descriem mașinile celulare care îndeplinesc această sarcină fantastică ' G ' gena a-tropomiozinei dic exoni introni TRANSSCRIPIRE, DESPIRE ȘI scindarea/poliadenilarea capătului ' al transcriptului ARN ' ' în mușchiul striat ' ' în mușchiul neted ' ' ' ' ' ' Orez O splicing alternativă a genei α-tropomiozinei de șobolan, α-tropomiozina este o proteină supercoilată (vezi Figura ) care reglează contracția în celulele musculare Transcriptul primar poate fi îmbinat într-o varietate de moduri, așa cum se arată în figură, pentru a produce diferite molecule de ARNm, care apoi conduc la diferite variante de proteine Unele modele de îmbinare sunt specifice anumitor tipuri de celule De exemplu, a-tropomiozina sintetizată în țesutul muscular striat diferă de cea sintetizată de aceeași genă în mușchiul neted Săgețile roșii din partea superioară a figurii marchează acele zone în care poli-A este scindat și atașat pentru a forma capetele ' a moleculelor mature de ARNm Secvențele de nucleotide semnalează locul unde are loc îmbinarea Mecanismul de splicing pre-ARNm prezentat în Fig implică faptul că mașina de îmbinare trebuie să recunoască trei părți ale moleculei precursoare de ARN: site-ul de îmbinare ', locul de îmbinare ' și punctul de ramificare în secvența intronului care formează baza "lassoului" excizat Nu este surprinzător că fiecare situs are o secvență consens de nucleotide care rămâne similară de la intron la intron și oferă celulei "etichete" pentru a indica locul unde are loc îmbinarea (Fig () Cu toate acestea, astfel de secvențe consens sunt relativ scurt și poate fi caracterizat printr-un grad ridicat de variabilitate; după cum vom vedea în scurt timp, celula folosește și mai multe informații suplimentare pentru a selecta exact locul unde ar trebui să aibă loc îmbinarea pentru fiecare moleculă de ARN Variabilitatea ridicată a secvențelor de îmbinare consens reprezintă o provocare specială pentru oamenii de știință care încearcă să decodeze secvențele genomului Intronii variază în mărime de la aproximativ nucleotide până la mai mult b I din DNAcRNA secvențe necesare pentru îndepărtarea intronului exonul intronexonul parte din primar transcriere ARN ' INTRON Șters ' AG G exonul exonul parte din ARNm Orez Secvențe consens de nucleotide din molecula de ARN care semnalează "începutul" și "sfârșitul" majorității intronilor din genomul uman Doar cele trei blocuri de secvențe de nucleotide prezentate sunt necesare pentru a elimina secvența de intron; restul intronului poate fi ocupat de orice nucleotide Aici A, G, U și C sunt nucleotide ARN standard; R este purine (A sau G); iar Y marchează pirimidinele (C sau U) Evidențiat cu roșu, A formează punctul de ramificare al "lasoului" format în timpul îmbinării Doar GII la începutul intronului și AG la sfârșitul acestuia sunt nucleotide invariante ale secvențelor de splicing consens Pozițiile rămase (chiar și punctul de ramificare A) pot ocupa mai multe nucleotide diferite, deși se acordă în continuare preferință celor indicate aici Distanța dintre aceste trei secvențe consens de splicing ARN variază foarte mult; totuși, distanța dintre punctul de ramificare și limita de îmbinare ' este de obicei mult mai mică decât distanța dintre limita de îmbinare ' și punctul de ramificare peste de nucleotide, iar alegerea limitelor exacte ale fiecărui intron este o sarcină dificilă, chiar și cu computere puternice Posibilitatea de îmbinare alternativă creează probleme suplimentare pentru prezicerea secvențelor de proteine numai din secvența genomului Această dificultate este una dintre principalele bariere în identificarea tuturor genelor dintr-o secvență completă a genomului și este unul dintre principalele motive care limitează cunoștințele noastre despre numărul de gene din genomul uman Splicing-ul ARN este realizat de spliceosome Spre deosebire de etapele de "producție" ARNm pe care le-am discutat, principalele operațiuni de splicing ARN sunt efectuate de molecule de ARN, nu de proteine Moleculele de ARN specializate recunosc secvențele de nucleotide care determină locul unde ar trebui să aibă loc splicing-ul și, de asemenea, participă la procesele chimice de splicing Aceste molecule de ARN sunt relativ scurte (mai puțin de de nucleotide fiecare), iar cinci dintre ele (U , U , U , U și U ) sunt implicate în forma principală de splicing pre-ARNm Cunoscuți sub numele de ARN nucleari mici, snPHKs (ARN nuclear mici), ele sunt complexate cu cel puțin șapte subunități proteice fiecare pentru a forma snPHH (ribonucleoproteine nucleare mici) Astfel de snPHH formează miezul spliceosome, un ansamblu imens de molecule de ARN și proteine care îmbină pre-ARNm în celulă Spliceozomul este o mașină complexă și dinamică În sistemele in vitro, mai multe componente spliceosome se asambla pe pre-ARNm și ca Partea Mecanisme genetice de bază pe măsură ce reacția de îmbinare continuă, noi componente intră în ea, în timp ce cele care și-au încheiat deja sarcinile sunt "aruncate peste bord" (Fig ) Cu toate acestea, mulți oameni de știință cred că spliceosomul este ansamblul "slăbit" al celulei a tuturor componentelor sale - captarea, splicing-ul și eliberarea ARN-ului ca o unitate concertată care suferă rearanjamente majore cu fiecare eveniment de splicing În timpul reacției de îmbinare, recunoașterea limitei de îmbinare ', a regiunii punctului de ramificare și a limitei de îmbinare ' este realizată în mare măsură prin împerecherea bazelor între moleculele de ARNsn și secvențele consens din substratul pre-ARNm (Fig () ) progres Site de îmbinare de ' exon ' i ВВР proteina U AF intron / ' site de îmbinare exonul СіЗ' parte a transcriptului pre-ARNm U snPHn VVR U AF U snPHn ' intron ' U /U snPHn complex "triplu" U /U U eRNP ' ' ^U snPHn FORMATIA "LASSO" I FORMARE U ,U -J și DIVISARE ▼ '-SITE SPlice '-SITE SPLICING U snPHn lasou DESPICĂ '-SITE SPLICING v ȘI LIGARE EXON secvența tăiată ( intronul are forma ' lasso (și OH se va descompune mai târziu în nucleu; moleculele snPHn vor intra din nou în ciclu) + exonul exonul partea ' ' matur U snPHn formează perechi complementare cu limita '-splicing (vezi Fig , a), iar BBP (branch-point binding protein') și U AF (factorul auxiliar U ) recunosc regiunea punctului de ramificare U bnRNP înlocuiește BBP și U AF și formează perechi complementare cu secvența consens a regiunii punctului de ramificare (vezi Figura ) Trioul de eRNP U /U U intră în reacție În acest triplu snPHn, U și U snPHK sunt ținute strâns împreună prin interacțiuni de pereche de baze Rearanjamentele ulterioare creează situsul activ al spliceozomului și plasează părțile adecvate ale substratului pre-ARNm pentru prima reacție de fosforil transferază Au loc mai multe rearanjamente ARN-ARN, în urma cărora legăturile formate de perechile de baze U /U și U sunt rupte și capete de îmbinare Orez Mecanismul de splicing pre-ARNm Îmbinarea ARN este catalizată de complexul snPHn (descris ca cercuri colorate) împreună cu alte proteine (dintre care majoritatea nu sunt prezentate) care alcătuiesc împreună spliceozomul Spliceozomul recunoaște semnalele de splicing pe molecula de pre-ARNm, aduce ambele capete ale intronului împreună și asigură activitate enzimatică în două etape ale reacției (vezi Fig ) b I din DNAcRNA A) U EXON CAUUCA IIIIII ' GU A UGU ' perestroika exonul \ 'liGUAUGU - ' "TTG G/G*^A b) Pomi de Crăciun VVR - și ac și a cu Orez Unele dintre rearanjamentele care apar în spliceosome în timpul îmbinării pre-ARNm Această diagramă prezintă aspecte interesante ale activității spliceosomelor drojdiei Saccharomyces cerevisiae, în care secvențele de nucleotide implicate în splicing sunt oarecum diferite de cele din celulele umane Un astfel de schimb necesită ca situsul de îmbinare ' să fie citit de două snPHn diferite, crescând astfel acurateţea selecţiei spliceozomului situsului de îmbinare ' b) Locul punctului de ramificare este recunoscut mai întâi de BBP şi apoi de U snPHH; ca și în cazul lui o, această strategie de "verificare și reverificare" oferă o precizie sporită în selecția site-ului de îmbinare Legarea lui U la punctul de ramificare forțează adenina nepereche corespunzătoare (roșu) să iasă din regiunea pereche și astfel o activează să reacționeze cu locul de îmbinare ' (vezi Figura ) Aceasta, combinată cu recunoașterea WWR, este modul în care spliceozomul selectează cu precizie adenina care trebuie să formeze în cele din urmă punctul de ramificare exon împreună pentru a doua reacție de transfer de fosforil (dreapta) Moleculele de ARNsn plasează "reactivii" în mod corespunzător și le furnizează (sau toate sau parțial dintre ele) cu situsuri catalitice pentru a efectua aceste două reacții U snPHn este prezent în spliceosome până când apare această rearanjare; pentru simplitate, a fost eliminat din modelul de structură din stânga După cum se precizează în text, toate rearanjamentele ARN-ARN prezentate în această figură (precum și altele care apar în spliceosome, dar nu sunt prezentate) necesită participarea unor proteine suplimentare și hidroliza ATP Reacția de splicing a spliceozomului suferă mai multe schimbări în care un set de interacțiuni de bază complementare este rupt și se formează un alt set în locul său De exemplu, U este înlocuit cu U la limita de îmbinare ' (vezi Figura a) Acest tip de rearanjare ARN-ARN (în care formarea Partea Mecanisme genetice de bază o interacțiune ARN-ARN necesită ruperea alteia) apar de mai multe ori în cursul reacției de splicing Acest lucru asigură că secvențele de ARN sunt verificate și reverificate înainte de a avea loc o reacție chimică și, astfel, îmbunătățește acuratețea îmbinării Spliceozomul utilizează hidroliza ATP pentru a efectua o serie complexă de rearanjamente ARN-ARN Deși hidroliza ATP nu este necesară pentru chimia splicing-ului ARN în sine, este necesară pentru asamblarea și rearanjarea spliceosomelor Unele dintre proteinele accesorii care alcătuiesc spliceosome folosesc energia hidrolizei ATP pentru a rupe interacțiunile ARN-ARN existente, astfel încât altele noi să se poată forma pe "fragmentele" lor De fapt, toți pașii prezentați mai devreme în Fig , în plus față de aterizarea BBP pe site-ul punctului de ramificare și UI snPHH pe site-ul de splicing ', necesită hidroliza ATP și participarea unor proteine suplimentare Pentru ca un eveniment de splicing reușit să aibă loc, trebuie să fie implicate cel puțin de proteine, dacă ținem cont de cele care formează snPHH Rearanjamentele ARN-ARN care necesită hidroliza ATP, care au loc în spliceosome, apar atât în interiorul snPHH în sine, cât și între snPHH și substratul pre-ARNm Una dintre cele mai importante funcții ale unor astfel de rearanjamente este aranjarea situsului catalitic activ al spliceozomului Strategia de a crea un sit activ numai după asamblarea și rearanjarea componentelor de îmbinare pe substratul pre-ARNm este o modalitate eficientă de a preveni missplicing-ul Poate cea mai surprinzătoare caracteristică a spliceosome este natura locului catalitic în sine: este în principal (dacă nu exclusiv) format din molecule de ARN, nu proteine În ultimul paragraf al acestui capitol, discutăm în termeni generali proprietățile structurale și chimice ale ARN-ului care îi permit să catalizeze; aici ne va fi suficient să menționăm că snRNA-urile U și U din spliceozom formează o structură tridimensională precisă a ARN care aliniază situsul de splicing ' din pre-ARNm cu locul punctului de ramificare și probabil realizează prima reacție de transesterificare ( vezi Figura , V) În mod similar, limitele de îmbinare ' și ' sunt reunite (un eveniment care necesită implicarea snRNA U ) pentru a facilita a doua reacție de transesterificare După terminarea părții chimice a îmbinării, snPHn rămâne asociat cu "laso" Descurcarea acestor snPHn de "lasso" (și separarea lor unul de celălalt) depinde de următorul ciclu de rearanjamente ARN-ARN, care necesită hidroliza ATP - ca urmare, snPHK-urile revin la configurația lor originală, astfel încât să poată fi din nou implicate într-un nou ciclu reacţii La finalizarea procesului, spliceosomul direcționează un set de proteine pentru a le lega de ARNm în apropierea poziției ocupate anterior de intron Denumite în mod colectiv complexul de joncțiune a exonilor (EJC'), aceste proteine marchează locul unui eveniment de splicing de succes și, așa cum vom vedea mai târziu în acest capitol, influențează soarta ulterioară a acelui ARNm Unele caracteristici ale pre-ARNm și sinteza acestuia ajută la explicarea principiilor de selecție a site-urilor de splicing adevărate După cum am văzut, secvențele de introni variază foarte mult ca mărime, iar unele au chiar peste de nucleotide Dacă alegerea site-ului b I din DNAcRNA Deoarece splicing-ul a fost determinat numai de snPHII care operează pe o moleculă de ARN primară, fără proteine, ar fi de așteptat să apară foarte frecvent erori precum sărirea exonilor și utilizarea site-urilor de splicing "ascunse" (Figura ) Cu toate acestea, mecanismele de "asigurare a calității" încorporate în spliceozomi sunt echipate cu două sisteme suplimentare care măresc precizia îmbinării Prima este pur și simplu o consecință a etapelor timpurii de splicing care apar atunci când moleculele pre-ARNm sunt sintetizate de ARN polimeraza II În timpul transcripției, coada fosforilată a ARN polimerazei poartă mai multe componente spliceozomale (vezi Figura ), iar aceste componente sunt transferate direct de la polimerază în ARN pe măsură ce este sintetizat Această strategie ajută celula să țină evidența intronilor și exonilor: de exemplu, snPHH-urile care se adună la locul de îmbinare ' întâlnesc inițial doar un site de îmbinare ', deoarece regiunile din aval nu au fost încă sintetizate până la acel moment Transcripția coordonată prin splicing este deosebit de importantă pentru a preveni sărirea adevărată a exonului A) exonul exonul ' sărind peste exon exonul exonul ' ' b) exonul exonul exonul ' ' alegerea locului de îmbinare ascuns j ' semnale ascunse de îmbinare l parte din exonul exonul ' ' Orez Două tipuri de erori de îmbinare, a) Omiterea exonului ) Selectarea locului de îmbinare ascuns Semnalele de îmbinare ascunse sunt secvențe de nucleotide ARN care seamănă foarte mult cu semnalele de îmbinare adevărate Strategia, numită definiție exonului, este o altă modalitate prin care celulele aleg locurile potrivite de îmbinare Mărimea exonilor este în general mult mai constantă decât cea a ingronilor și, în ciuda diversității mari a organismelor eucariote, este în medie de aproximativ de perechi de baze ( ) Conform vederii despre determinarea exonului, mașina de îmbinare caută inițial secvențe de exoni de dimensiuni relativ egale Pe măsură ce ARN-ul este sintetizat, un grup de componente suplimentare (în special proteinele SR, numite astfel deoarece conțin un domeniu bogat în serină și arginină) se adună pe secvențe de exoni și ajută la "marcarea" fiecărui site de îmbinare ' și ', începând de la x capătul ARN-ului ( ) Aceste proteine, la rândul lor, implică UI snPHK, care marchează limita exonului subiacent și U AF, care definește granița de deasupra Prin etichetarea specifică a exonilor în acest fel, beneficiind în același timp de o dimensiune a exonului relativ uniformă, celula crește precizia cu care plasează componentele primare de splicing pe ARN-ul pe care îl sintetizează și, prin urmare, evită splicing-ul ascuns Modul în care proteinele SR disting secvențele de exon de secvențele de intron nu este încă pe deplin înțeles; cu toate acestea, unele dintre proteinele SR sunt cunoscute că se leagă preferenţial la anumite secvenţe de exoni numite amplificatori sau amplificatori de splicing În principiu, deoarece pentru a codifica un dat Partea Mecanisme genetice de bază a) Uman vierme a zbura g І DESPRE C lungimea exonului (bp) ) Uman * vierme m zbor O § "- X ) x § o eu și k lungimea intronului (bp) Orez Fluctuațiile lungimii intronului și exonului în genomul uman, vierme și muște, o) Distribuția mărimii exonilor, b) Distribuția dimensiunii intronului Rețineți că lungimea exonului este mult mai uniformă decât lungimea intronului (Revizuit din datele de la Internațional Human Genome Sequencing Consortium, Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) aminoacidul poate fi utilizat de oricare dintre codonii săi corespunzători, există libertate de alegere în formarea secvenței de nucleotide a exonului, ceea ce vă permite să furnizați un site de legare pentru proteina SR fără a afecta secvența de aminoacizi codificată de acest exon Atât marcarea limitei exonului, cât și a intronului și asamblarea spliceosomelor încep pe molecula de ARN, când ARN polimeraza încă alungește capătul ' al ARN-ului Cu toate acestea, partea chimică a îmbinării poate avea loc mult mai târziu Această întârziere înseamnă că secvențele de intron nu sunt neapărat îndepărtate din molecula pre-ARNm în ordinea în care sunt localizate în catena de ARN Aceasta înseamnă, de asemenea, că, deși ansamblul spliceosome însoțește procesul de transcripție, reacțiile de splicing apar uneori post-transcripțional - adică după ce molecula de pre-ARNm este complet gata b I din DNAcRNA intron - nucleotide exonul - nucleotide intron - nucleotide - proteina SR SHS \ U ' U U C și hnPHn proteine de legare poli-A complexe IpRNP Orez Conceptul de definire a exonului O sugestie este că proteinele SR se leagă de fiecare secvență de exon din pre-ARNm și, astfel, ajută la ghidarea moleculelor snPHn către adevăratele granițe intron-exon Această delimitare a exonului de către proteinele SR are loc co-transcripțional, începând cu un CBC (complex cap-landing) la capătul ' După cum se arată în figură, în pre-ARNm, secvențele de intron, care pot fi extrem de lungi, sunt împachetate în complexe IpRNP (ribonucleoproteină nucleară heterogenă), care le compactează în structuri care sunt mai convenabile pentru manipulare și, eventual, maschează splicing ascuns site-uri Se crede că proteinele CnRNP se leagă în mod preferențial la secvențele de introni și acest lucru ajută spliceosomul să facă distincția între introni și exoni Cu toate acestea, așa cum se arată în diagramă, cel puțin unele proteine hnPHn se leagă și la secvențele de exon (Revizuit din R Reed, Curr Opin Cell Biol : - , Cu permisiunea lui Elsevier ) Eucariotele simple, cum ar fi drojdia, au un singur set de snPHH care efectuează toate îmbinarea pre-ARNm Cu toate acestea, eucariotele mai complexe, cum ar fi muștele, mamiferele și plantele, au un al doilea set de molecule snPHH care direcționează îmbinarea secvențelor de intron Această formă minoră a spliceozomului recunoaște un set diferit de secvențe de ARN la granițele de splicing ' și ' și la punctul de ramificare; se numeşte spliceosome de tip U (sphceosome tip U ) datorită implicării snPHH U ( , a) În ciuda recunoașterea altor secvențe de nucleotide, snPHH în acest spliceosome stabilește aceleași tipuri de interacțiuni de tip ARN-ARN cu pre-ARNm și între ele ca și snPHH principal (Fig , b) Deși, după cum am văzut, componentele majorității spliceozomilor se mișcă cu ARN polimeraza II atunci când transcrie genele, acesta poate să nu fie cazul spliceozomului U Este posibil ca splicing-ul mediat de U să fie astfel întârziat în timp și acest lucru oferă celulei posibilitatea de a coregla splicing-ul a câteva sute de gene, a căror exprimare este imposibilă fără implicarea acestui spliceosome Un număr de molecule de ARNm de mamifere conțin un amestec de introni, unii îndepărtați de spliceozomul major și alții de spliceozomul minor și s-a sugerat că acest principiu permite îmbinarea alternativă în modele deosebit de complexe Partea Mecanisme genetice de bază tip BASIC TRANS-SPLICING DE TIPURI U GU U AG Și LA FEL DE SL snPHn U AG| SPLIT poli-A-binding^ proteina CPSF RAR terminarea finală *■ a acţiunii ARN polimerazei AAUAAA proteină suplimentară de legare a poli-A REGULARE LUNGIME POLY-A Orez Unii dintre pașii principali în formarea capătului ' al ARNm eucariotic Acest proces este mult mai complex la eucariote decât la bacterii, unde ARN polimeraza pur și simplu se oprește la semnalul de terminare și eliberează capătul ' al transcriptului său împreună cu șablonul ADN (vezi Figura ) AAUAAA AAAAAAAAAAAAAA AAAAAAAAAAAAAA capătul ' matur al moleculei de ARNm Partea Mecanisme genetice de bază După ce capătul ' al moleculei eucariote pre-ARNm este scindat, ARN polimeraza II continuă transcripția, în unele cazuri sute de nucleotide Dar în curând va slăbi "captura" matricei și transcrierea va fi finalizată Deoarece acest ARN sintetizat de la capătul ' este un produs de scindare al capătului ' al ARNm, nu va avea un capac ' la ieşirea din polimerază; și un astfel de ARN neprotejat este degradat rapid de exonucleaza ' -> ', care este purtată pe coada polimerazei Este destul de clar că această degradare a ARN-ului este cea care forțează în cele din urmă ARN polimeraza să se separe de ADN L ARNm-urile eucariote mature sunt exportate selectiv din nucleu Astfel, am urmărit cursul sistematic al sintezei și procesării pre-ARNm eucariote în nucleul celulei Cu toate acestea, aceste evenimente pun o problemă specială pentru celulele nucleare, în special în organismele complexe, în ale căror gene intronii sunt mult mai lungi decât exonii Dintre toate pre-ARNm sintetizate, doar o mică proporție - ARNm matur - își găsește o utilizare suplimentară în celulă Restul: intronii excizați, fragmentele de ARN și moleculele pre-ARNm procesate prost sunt nu numai inutile, ci chiar potențial periculoase Cum, atunci, selectează celula moleculele de ARNm matur relativ rare pe care dorește să le păstreze în viitor din masa monstruoasă de deșeuri din procesul de procesare a ARN-ului? Răspunsul constă în faptul că în timpul procesării, molecula de ARN pierde unele proteine și câștigă altele - iar aceste procese marchează finalizarea fiecărei etape De exemplu, știm deja că achiziția complexelor de legare a capacului, a complexelor de joncțiune a exonilor (EJC) și a proteinelor de legare poli A marchează finalizarea atașării capping, splicing și, respectiv, poli A O moleculă de ARNm completată corespunzător se distinge și prin absența anumitor proteine pe acesta De exemplu, prezența snPHH de fiecare dată indică îmbinare incompletă sau incorectă Doar atunci când proteinele de pe molecula de ARNm arată împreună că procesarea a avut succes, ARNm este exportat din nucleu în citosol, unde poate fi tradus într-o proteină Moleculele de ARNm procesate incorect și alte "deșeuri", constând din fragmente de ARN, rămân în nucleu, unde sunt în cele din urmă degradate de exozomul nuclear (exosome) - un complex proteic mare, al cărui interior este îmbogățit cu ' -> ' ARN exonucleaze Astfel, celulele eucariote exportă în citoplasmă doar molecule utile de ARN, în timp ce "deșeurile" sunt eliminate în nucleu Dintre toate proteinele care se adună pe moleculele pre-ARNm pe măsură ce ies din transcrierea ARN polimerazelor, LnRNP-urile (ribonucleoproteinele nucleare eterogene) sunt cele mai abundente (vezi Figura ) Unele dintre aceste proteine (aproximativ de soiuri au fost găsite la om) desfășoară elice de ac de păr pe ARN, astfel încât splicing-ul și alte semnale prezente pe ARN pot fi citite mult mai ușor Alte proteine ambalează de preferință ARN-ul ca parte a secvențelor de intron foarte lungi, care se găsesc adesea în genele organismelor complexe Deci aceste proteine pot îndeplini o sarcină importantă - să distingă ARNm matur de "gunoiul" care rămâne după procesarea acestuia Unii introni, totuși, conțin ARN-uri necodificatoare de reglementare, care sunt utilizați în continuare de celulă - Aprox ed b I din DNAcRNA Moleculele de ARNm procesate cu succes trec prin complexe de pori nucleari (NPC; complexe de pori nucleari), canale de apă din membrana nucleară care conectează direct nucleoplasma și citosolul ( ) mic moleculele (mai puțin de daltoni) pot difuza liber prin astfel de canale Cu toate acestea, în cea mai mare parte, macromoleculele care umplu celulele, inclusiv moleculele de ARNm în complex cu proteine, sunt prea voluminoase pentru a trece prin canale fără a recurge la un proces special pentru aceasta Celula folosește energia pentru a transporta în mod activ astfel de macromolecule prin complecși de pori nucleari în ambele direcții A) ARN și eliberarea acestuia din ARN polimerază ARN "gata pentru export" porul nuclear complex eu cromatina TRANSSCRIERE - NUCLEU CITOPLASMA Orez Transportul unei molecule mari de ARNm prin complexul de pori nucleari, a) Maturarea moleculei de ARNm, deoarece este sintetizată de ARN polimerază și ambalarea de către diferite proteine nucleare, această figură arată ARN, care (datorită naturii sale multicopie) este neobișnuit de bogat în celula - acesta este ARNm al inelelor Balbiani Bazați desenul pe fotografii obținute prin microscopie electronică, dintre care una este prezentată în imaginea b Inelele de Balbiani se găsesc în celulele unor insecte (Imagine a modificată din B Daneholt, Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier; microfotografie adaptată după B J Stevens și H Swift, J Cell Biol : - , (Cu amabilitatea Universității Rockefeller) Presa ) Așa cum vom explica în detaliu în capitolul , macromoleculele sunt transportate prin complexe nucleare peer de către receptorii de transport nuclear, care, în funcție de "datele de pașaport" ale macromoleculei, o "exportă" din nucleu în citoplasmă sau invers ea intra înăuntru Pentru a exporta ARNm, ar trebui Partea Mecanisme genetice de bază soţiilor să li se instaleze receptor specific pentru transportul nuclear; această operație, cel puțin la unele organisme, are loc împreună cu clivajul și poliadenilarea capătului '-terminal Odată ce receptorul de transport ajută la ghidarea moleculei de ARN prin complexul porilor nucleari, acesta se desprinde de ARNm, se întoarce în nucleu și exportă o nouă moleculă de ARNm ( ) Orez Reprezentarea schematică a unei molecule de ARNm gata de export și transferul acesteia prin porul nuclear După cum se arată în diagramă, unele proteine călătoresc cu ARNm pe măsură ce trece prin por, în timp ce altele rămân în nucleu Receptorul nuclear de export pentru moleculele de ARNm este un complex de proteine care se află pe acesta după ce ARNm a fost corect îmbinat și poliadenilat Când un ARNm este exportat în citosol, receptorul de export este detașat din acel ARNm și importat înapoi în nucleu, unde poate fi reutilizat Imediat după ce ARNm părăsește nucleul și înainte de pierderea complexului de legare a capacului (CBC), acesta este supus unui test final numit dezintegrare mediată de nonsens, care va fi descris mai târziu în acest capitol După trecerea acestui test, ARNm continuă să-și verse proteinele asociate și să dobândească altele noi, ceea ce este necesar pentru traducerea sa eficientă în proteina EJC, complexul de joncțiune a exonilor Exportul de complexe ARNm-proteină din nucleu poate fi observat la microscop electronic folosind exemplul unui ARNm neobișnuit de "abundent" transcris din genele inelului insectei Balbiani Pe măsură ce aceste gene sunt transcrise, ARN-ul nou format poate fi văzut ca fiind împachetat cu proteine, inclusiv bnRNP, proteine SR și componente spliceosome Un astfel de complex ARN-proteină suferă o serie de tranziții structurale, reflectând probabil operațiunile de procesare a ARN, care duc în cele din urmă la formarea unei fibre arcuite (vezi Fig ) Această fibră se mișcă prin nucleoplasmă, intră în complexul porilor nucleari (capacul său ' trece primul) și suferă o serie de tranziții structurale pe măsură ce se deplasează prin por Acestea și alte observații indică faptul că complexele pre-ARNm-proteină și mARN-proteină sunt structuri dinamice care câștigă și pierd numeroase proteine specifice în timpul sintezei, procesării și exportului ARN (vezi Figura ) După cum am văzut, unele dintre aceste proteine marchează diferite etape ale maturării ARNm; alte proteine asociate cu ARNm în timp ce acesta se află în nucleu pot influența soarta ARN-ului după ce acesta a fost transportat în citosol Astfel, atât persistența unui ARNm în citosol, cât și eficiența sa de translație în proteină, cât și destinația sa finală în citosol pot fi toate determinate de proteinele dobândite în nucleu și care rămân asociate cu ARN-ul după ce acesta părăsește nucleul Vom discuta aceste probleme în Capitolul când ne vom referi la reglarea post-transcripțională a expresiei genelor b I Din DNAcRNA Am văzut că sinteza și procesarea ARN-ului sunt strâns legate în celulă și se poate aștepta ca exportul din nucleu să fie într-un fel conectat cu aceste două procese Deși, după cum se poate observa, moleculele de ARN ale inelelor Balbiani se deplasează prin nucleoplasmă și apoi ies prin porii nucleari; alte molecule de ARNm par a fi sintetizate și procesate în imediata apropiere a complecșilor de pori nucleari În astfel de cazuri, care se pot aplica la majoritatea genelor eucariote, sinteza, procesarea și transferul ARNm par toate a fi legate; astfel, ARNm poate fi considerat ca iese din porul nuclear ca o mașină nou produsă care iese de pe o linie de asamblare Mai târziu în acest capitol, vom vedea că celula efectuează verificări suplimentare de calitate pe fiecare ARN înainte de a-i permite să fie tradus eficient în proteine Înainte de a discuta ce se întâmplă cu moleculele de ARNm după ce părăsesc nucleul, vom analiza pe scurt modul în care sunt sintetizate și procesate moleculele de ARN necodante Deși sunt cunoscute multe alte exemple, ne vom concentra pe moleculele de ARNr, care sunt extrem de importante pentru traducerea moleculelor de ARNm în proteine Nucleul sintetizează și maturizează, de asemenea, mulți ARN necodificatori Ponderea ARN în celula de mamifer reprezintă câteva procente din masa uscată; dintre acestea, doar aproximativ - % este ARNm Celula conține, de asemenea, secvențe de introni care nu au avut timp să se degradeze, dar majoritatea ARN-ului din celule îndeplinește funcții structurale și catalitice (vezi Tabelul , p ) ARN-ul ribozomal (ARNr) este cel mai abundent în celule, constituind aproximativ % din ARN în celulele cu diviziune rapidă După cum vom arăta mai târziu în acest capitol, acești ARN formează coloana vertebrală a ribozomului Spre deosebire de bacterii, în care o singură ARN polimerază sintetizează tot ARN-ul disponibil pentru celulă, eucariotele au o polimerază separată, specializată, ARN polimeraza I, care este dedicată creării de molecule de ARNr ARN polimeraza I este similară structural cu ARN polimeraza II discutată mai devreme; cu toate acestea, absența unei cozi C-terminale în polimeraza I ajută la explicarea faptului că transcrierile sale nu sunt nici acoperite, nici poliadenilate După cum am menționat mai devreme, acest lucru ajută celula să facă distincția între moleculele de ARN necodificatoare și ARNm Deoarece runde multiple de traducere ale fiecărei molecule de ARNm pot crește foarte mult producția de molecule de proteine, multe dintre proteinele găsite în celulă în abundență pot fi sintetizate din gene care sunt prezente ca o singură copie per genom haploid În schimb, componentele ARN ale ribozomului sunt produsele finale ale genei, iar o celulă de mamifer în creștere trebuie să sintetizeze aproximativ milioane de copii ale fiecărui tip de ARN ribozomal în fiecare generație de celule pentru a-și construi cele milioane de ribozomi O celulă este capabilă să producă doar cantități adecvate de molecule de ARN ribozomal deoarece conține mai multe copii ale genelor ARNr care codifică ARN ribozomal (ARNr) Chiar și E coli are nevoie de șapte copii ale genelor ARNr pentru a-și satisface nevoile de ribozomi Matricea haploidă a celulelor umane conține aproximativ de copii ale genelor ARNr distribuite în grupuri mici pe cinci cromozomi diferiți (vezi Figura ), în timp ce celulele de broaște Xenopus conțin aproximativ de copii ale genelor ARNr per genom haploid ca un singur grup pe un cromozom (Fig ) Partea Mecanisme genetice de bază µm Orez Transcrierea genelor ARNr dispuse în tandem observată la microscop electronic Alternanța genelor transcrise și a regiunilor distanțare netranscrise este clar vizibilă Imaginea genelor ARNr la mărire mai mare este prezentată în fig (Adoptat de la V E Foe, Cold Spring Harbor Symp Quant Biol : - , Prin amabilitatea Cold Spring Harbor Laboratory Press ) Eucariotele au patru tipuri de ARNr, fiecare prezent într-o copie per ribozom Trei dintre aceste patru tipuri de ARNr ( S, S și S) sunt produse prin modificarea chimică și scindarea unei singure molecule mari de ARNr precursoare ( ); al patrulea (ARN S) este sintetizat dintr-un grup separat de gene polimerază (ARN polimeraza III) și nu necesită modificare chimică / precursor rRNA / prr- -OH I de nucleotide MODIFICARE CHIMICA AAL A - A A A A A A A A porțiuni degradate ale secvenței de nucleotide ARNr S încorporarea într-o subunitate ribozomală mică DESPICĂ ARNr , S ARNr S ARNr S sintetizat în altă parte încorporare într-un mare subunitatea ribozomală Orez Modificarea chimică și procesarea nucleolitică a moleculei precursoare de ARNr eucariotic S pentru a forma trei ARN ribozomal Două tipuri de modificări chimice (codate cu culori, ca în Figura ) ale precursorului ARNr au loc înainte ca acesta să fie scindat Aproape jumătate din secvențele de nucleotide din acest ARNr precursor sunt aruncate și degradate în nucleu ARN-urile ribozomale sunt denumite în funcție de valoarea lor inerentă S, care reflectă viteza lor de sedimentare în timpul ultracentrifugării Cu cât valoarea S este mai mare, cu atât ARNr este mai mare b I din DNAcRNA Modificări chimice extinse au loc în precursorul de ARNr de bp înainte ca moleculele de ARNr să fie excizate din acesta și împachetate în ribozomi Aceste modificări includ metilarea a aproximativ de nucleotide în poziţia '-OH a ribozei şi izomerizarea a de uridine la pseudouridină ( , a) Rolul funcțional al acestor modificări este încă nu este cunoscut în toate detaliile, dar multe dintre ele sunt susceptibile de a ajuta la plierea și asamblarea moleculelor de ARNr în forma lor finală, iar unele pot modifica ușor funcția ribozomului Fiecare modificare este efectuată într-o poziție specifică în ARNr-ul precursor Aceste poziții sunt stabilite de aproximativ de ARN-uri de ghidare sau "ARN-uri de ghidare" (ARN-uri de ghidare), care sunt plasate în pozițiile dorite prin împerecherea cu bazele ARNr-ului precursor și astfel aduc enzimele de modificare a ARN-ului în pozițiile corespunzătoare (Fig , , b) Alte ARN-uri de ghidare ajută la scindarea precursorilor ARNr în ARNr matur, probabil prin inducerea unei schimbări conformaționale a precursorului, lăsând locurile de clivaj deschise nucleazelor Toate aceste ARN-uri de ghidare sunt membri ai unei clase mari de molecule de ARN numite ARN-uri nucleolare mici (snoPHKs), numite astfel deoarece acești ARN-uri își îndeplinesc sarcinile A) HN OH OH Aceasta pseudouridină g'-O-metilată b) snoPHfl r-snoPHK precursor de ARNr Orez Modificări ale precursorului ARNr cu ARN ghid a) După sinteza ARNr apar două modificări covalente distincte; diferențele față de nucleotidele incluse inițial în lanț sunt prezentate în atomi roșii Pseudouridina este un izomer al uridinei; baza se "rotește" în raport cu zahărul } După cum se arată, moleculele snoARN definesc locurile de modificare prin împerecherea bazelor cu secvențe complementare pe precursorul ARNr Moleculele SnoPHK sunt asociate cu proteine, iar astfel de complexe se numesc snoPHn Moleculele snoPHn conțin atât secvențe ghid, cât și enzime care modifică ARNr Partea Mecanisme genetice de bază funcţionează într-un subcompartiment al nucleului numit nucleol Multe snoARN sunt codificate în intronii altor gene, în special cele care codifică proteine ribozomale Prin urmare, ele sunt sintetizate de ARN polimeraza II și procesate din secvențe de intron excizate Recent, au fost identificate mai multe ARN-uri asemănătoare snoRNA care sunt sintetizate numai în celulele creierului, se crede că aceștia direcționează modificarea moleculelor de ARNm, nu ARNr și, după toate probabilitățile, reprezintă un tip nou, dar puțin înțeles de mecanism de reglare a genei expresie Când se observă o celulă eucariotă într-un microscop cu lumină, structura cel mai clar vizibilă este nucleolul situat în nucleu Drept urmare, a fost studiat atât de scrupulos de către primii citologi, încât o lucrare de revizuire tipică pentru ar putea fi plină de referințe la până la de surse Știm acum că nucleolul este locul pentru procesarea moleculelor de ARNr și asamblarea lor în subunități de ribozom Spre deosebire de multe organele celulare majore, nucleolul nu este înconjurat de o membrană ( ); în schimb, este o colecție uriașă macromolecule, care includ: genele ARNr în sine, precursori de ARNr, ARNr matur, enzime de procesare a ARNr, snoPHn, proteine ribozomale și ribozomi parțial asamblați Acumularea densă a tuturor acestor componente contribuie probabil la curgerea rapidă și lină a ansamblului ribozomului Rolul principal în ansamblurile chimice și structurale ale nucleolului îl au moleculele de ARN de diferite tipuri, ceea ce sugerează că acesta ar fi putut evolua dintr-o structură străveche situată în celulele în care stăpânesc heterocromatina periferică nucleol plic nuclear componenta fibrilara densa componentă granulară µm µm centru fibrilar Orez Micrografie electronică a unei secțiuni subțiri a nucleolului dintr-un fibroblast uman; trei zone diferite sunt vizibile în nucleol, a) Un instantaneu al întregului nucleu ca întreg, b) O imagine a nucleolului la rezoluție înaltă Se crede că transcrierea genelor ARNr are loc între centrul fibrilar și componenta fibrilă densă și că procesarea moleculelor de ARNr și asamblarea lor în două subunități ale ribozomului se desfășoară în direcția de la componenta fibrilă densă la componentele granulare din jur (Imagini prin amabilitatea lui E G Jordan și J McGovern ) t ADN la ARN Orez Aspectul nucleolului într-o celulă umană se modifică în diferite etape ale ciclului celular Această diagramă arată doar nucleul celulei În majoritatea celulelor eucariote, învelișul nuclear se descompune în timpul mitozei, așa cum este indicat de cercurile întrerupte a fost puterea catalizei ARN În celulele moderne, genele ARNr joacă, de asemenea, un rol important în formarea nucleolului Într-o celulă umană diploidă, genele ARNr sunt distribuite în grupuri situate la capetele a cinci perechi diferite de cromozomi (vezi Figura ) În timpul interfazei, acești cromozomi contribuie la nucleol dându-i bucle de ADN (conținând genele ARNr); în timpul fazei M, când cromozomii se condensează, nucleolul dispare În cele din urmă, în timpul telofazei mitozei, când cromozomii revin la starea lor semidispersă, capetele acestor cromozomi se reunesc și nucleolul este re-format ( și ) Pentru aceasta despre Procesul necesită transcrierea genelor ARNr de către ARN polimeraza I După cum era de așteptat, dimensiunea nucleolului reflectă numărul de ribozomi produși de celulă Prin urmare, dimensiunea sa variază într-un interval foarte larg în celule diferite și poate varia în aceeași celulă, ocupând până la ° din volumul total al nucleului în acele celule care sunt angajate în producerea de cantități neobișnuit de mari de proteine Asamblarea ribozomilor este un proces complex, ale cărui caracteristici cele mai importante sunt prezentate în Pe lângă rolul lor important invelis nuclear^ nucleol pregătirea pentru mitoză disocierea nucleolului profaza co £ x metafaza anafaza telofaza ansamblu de nucleol Pregătirea G la replicarea ADN-ului Replicarea ADN-ului S Orez Fuziunea nucleelor Aceste imagini de microscopie ușoară ale fibroblastelor umane crescute în cultură rotund, arătând diferitele etape ale fuziunii nucleolului După mitoză, fiecare dintre cei cromozomi umani care poartă un grup de gene ARNr începe să formeze un nucleol minuscul, dar fuzionează rapid pe măsură ce cresc pentru a forma un singur nucleol mare care este caracteristic multor celule în timpul interfazei (Imagini prin amabilitatea lui E G Jordan și J McGovern ) µm Partea Mecanisme genetice de bază TRANSSCRIERE I gena ARNr proteine ribozomale produse în citoplasmă ARNr S proteinele telomerazei telomeraza bucla de ADN organizator nucleolar precursor de ARNr ylj snoPHK MODIFICAREA SI PRELUCRAREA ARNr particulă mare de ribonucleoproteină F) proteine implicate în procesarea ARNr NUCLEU ARN telomerazei RECICLAREA ARN-ului ȘI A PROTEINELOR IMPLICATE ÎN PRELUCRAREA ARNr-ului CITOPLLASMA , eu mic I subparticulă CORE subparticulă S subparticulă S subparticulă mare imatur subparticulă mare TRANSPORT ȘI MONTAJUL FINAL AL \RIBOZOMULUI MATUR FUNCȚIONAL Orez Funcția nucleolului și anume: sinteza ribozomilor și a altor ribonucleoproteine Precursorul ARNr S este ambalat într-o ribonucleoproteină mare care conține multe proteine ribozomale importate din citoplasmă În timp ce această particulă rămâne în nucleol, părțile sunt adăugate și altele sunt aruncate pe măsură ce este procesată în subunitățile imature mari și mici ale ribozomului Se crede că cele două subunități ale ribozomului ajung în forma lor funcțională finală numai după ce fiecare dintre ele individual a fost transportată prin porii nucleari în citoplasmă Alte complexe ribonucleoproteice, inclusiv telomeraza descrisă în această diagramă, se adună și ele în nucleol De la ADN la ARN în biogeneza ribozomilor, nucleolul servește, de asemenea, ca loc în care se formează alți ARN și se asambla alte complexe ARN-proteină De exemplu, U snPHH, funcționează în splicing pre-ARNm (vezi Fig , șapte proteine Înainte de asamblarea finală în U snPHn, molecula U snPHK din nucleol este modificată chimic cu snoARN Alte complexe ARN-proteină importante, inclusiv telomeraza (pe care am întâlnit-o în capitolul ) și particula de recunoaștere a semnalului (pe care o discutăm în capitolul ), se crede, de asemenea, a fi asamblate în nucleol În cele din urmă, acolo sunt procesate și molecule de ARNt (ARN de transfer) care poartă aminoacizi pentru sinteza proteinelor; ca genele ARNr, cele care codifică moleculele de ARNt sunt grupate în nucleol Astfel, nucleolul poate fi privit ca o fabrică mare în care sunt transcrise, procesate și asamblate multe ARN-uri necodificatoare diferite cu proteine, formând în cele din urmă întreaga varietate de complexe ribonucleoproteice pe care le observăm Deși nucleolul este cea mai proeminentă structură din nucleu, mai multe alte corpuri nucleare au fost descoperite și studiate ( ) Acestea includ corpurile Cajal (numit după om de știință care le-a descris pentru prima dată în ), GEMS (Gemeni Orez O reprezentare vizuală a unor corpuri nucleare mari, a-d) Microfotografii ale aceluiași nucleu celular uman, iar preparatele sunt prelucrate în așa fel încât în fiecare dintre ele să apară un anumit set de structuri nucleare e) Toate cele patru imagini, mărite și suprapuse pe reciproc, o ) Este prezentată localizarea proteinei fibrilarină (o componentă a mai multor specii snoPHn), care este prezentă atât în nucleoli, cât și în corpurile Cajal (aceștia din urmă sunt indicați prin săgeți) b) Sunt prezentate grupuri de granule de intercromatină sau "pete", detectate prin utilizarea anticorpilor la o proteină implicată în splicing pre-ARNm c) Preparatul este colorat astfel încât să dezvăluie cea mai mare parte a cromatinei, d) Localizarea proteinei coilin, care este prezentă în corpurile Cajal, este prezentată {săgeți; vezi si fig , ) (Adoptat de la JR Swedlow și A I Lamond, Gen Biol : - , Prin amabilitatea BioMed Central Mulțumiri lui Judith Sleeman pentru microfotografii ) Partea Mecanisme genetice de bază a corpului Cajal; gemenii cu corp Cajal) și grupuri de granule intercromatine (numite și pete sau "pete") La fel ca nucleolul, toate aceste structuri nucleare sunt fără membrană și destul de dinamice; aspectul lor este probabil asociat cu acumularea de componente de proteine și ARN implicate în sinteza, asamblarea și stocarea macromoleculelor, precum și în expresia genelor Corpusculii Cajal și GEMS sunt similare între ele și adesea se perechează în derivă în nucleu; încă nu este complet clar dacă reprezintă structuri diferite sau identice Cel mai probabil, ele servesc ca locații în care moleculele de ARNs și ARNs suferă modificări covalente și asamblarea finală cu proteine Un grup de ARN-uri ghid, numite ARN-uri Cajal mici (scaRNAs), selectează locurile pentru aceste modificări prin împerecherea bazelor Corpurile Cajal și GEMS pot fi, de asemenea, site-uri în care snPHn este reciclat și moleculele de ARN din ele revin la starea lor originală după rearanjamente care au avut loc în timpul îmbinării (vezi p ) Spre deosebire de aceasta, se crede că grupurile de granule de intercromatină servesc drept depozite pentru snPHn complet maturat și alte componente de procesare a ARN-ului gata de a fi utilizate pentru producerea ARNm (Figura ) Oamenii de știință au fost nevoiți să depășească multe dificultăți pentru a determina funcția acestor mici structuri subnucleare, în parte pentru că aspectul lor diferă în diferite organisme și se poate schimba dramatic în timpul ciclului celular sau odată cu schimbările din mediu O mare parte din progresele realizate astăzi se datorează dezvoltării rapide a metodelor genetice pentru a studia efectele asupra organismului mutațiilor vizate (la organisme experimentale) sau mutațiilor spontane (la om) Ca un exemplu, GEMS conțin proteina SMN (supraviețuirea neuronilor motori) Unele mutații ale genei care codifică această proteină sunt cauza atrofiei musculare spinale ereditare, o boală umană caracterizată printr-o pierdere a capacității motorii musculare Această boală pare să se datoreze unui defect în producerea de snPHn Pierderea majorității snPHn este probabil să fie fatală Având în vedere importanța subdomeniilor nucleare în procesarea ARN, ar fi de așteptat ca splicingul pre-ARNm să aibă loc într-o regiune specifică a nucleului, deoarece apariția acesteia necesită numeroase componente de ARN și proteine Cu toate acestea, asamblarea componentelor de splicing pe pre-ARNm este cuplată transcripțional sau co-transcripțional; astfel, splicing-ul trebuie să aibă loc în multe locuri ale cromozomului Deși o celulă tipică de mamifer se poate exprima de ordinul a de gene, transcripția și despicarea ARN-ului pot fi limitate la câteva mii de regiuni din nucleu Aceste regiuni în sine sunt extrem de dinamice și probabil rezultă din combinarea componentelor de transcripție și splicing pentru a crea linii de asamblare mici cu concentrații locale mari ale acestor componente Grupuri de granule de intercromatină - care conțin rezerve de componente de procesare a ARN - sunt adesea văzute aproape de locurile de transcripție, întotdeauna gata să furnizeze procesul Astfel, vedem nucleul ca fiind foarte organizat și împărțit în subdomenii specializate, cu snPHn, snoPHH și alte componente nucleare care se deplasează între ele într-o manieră organizată în funcție de nevoile celulei (vezi Fig ; vezi și Fig ) b I Din DNAcRNA situsuri de transcripție activă și splicing ARN regiuni cromozomiale Orez Reprezentarea schematică a structurilor subnucleare Nucleul tipic de vertebrate conține mai multe corpuri Cajal, care probabil servesc drept locuri unde snPHn și snoPHn suferă modificări finale Grupurile de granule de intercromatină sunt considerate a fi locurile de depozitare pentru snPHn complet matur Un nucleu tipic de vertebrat are - de grupuri de granule de intercromatină După sinteza lor primară, moleculele snPHK sunt exportate din nucleu pentru a fi supuse procesării la capătul ' și ' și a fi asamblate împreună cu șapte proteine snPHn comune (numite proteine Sm) Aceste complexe sunt importate înapoi în nucleu și snPHn suferă o modificare finală direcționată de scaPHK în corpurile Cajal În plus, snoPHK-urile sunt implicate în modificarea chimică a U snPHn în nucleol Locurile de transcripție activă și splicing (aproximativ - de situsuri într-un singur nucleu de vertebrat) corespund "fibrilelor de pericromatină" observate la microscop electronic (Revizuit din D Lewis și D Tollervey, Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) Înainte de a începe sinteza unei anumite proteine, molecula de ARNm corespunzătoare trebuie transcrisă Bacteriile conțin un tip de ARN polimerază (enzima care transcrie ADN-ul în ARN) Această enzimă începe transcripția la promotor, sintetizează ARN-ul prin alungirea lanțului, oprește transcripția la terminator și eliberează atât matrița de ADN, cât și molecula de ARNm completată În celulele eucariote, procesul de transcripție Partea Mecanisme genetice de bază mult mai complexe și, prin urmare, au trei ARN polimeraze: I, II și III, care sunt legate evolutiv între ele și cu polimeraza bacteriană ARN polimeraza II sintetizează ARNm eucariot Această enzimă necesită o serie de proteine accesorii - factori de transcripție generali - pentru a iniția transcripția pe șablonul de ADN purificat și chiar mai multe proteine (inclusiv complexe de rearanjare a cromatinei și enzime modificatoare de histonă) pentru a iniția transcripția pe șablonele de cromatina din celulă În timpul fazei de alungire a transcripției, ARN-ul sintetizat suferă trei tipuri de procese: o nucleotidă specială este atașată la capătul său ' (capping), secvențele de intron sunt îndepărtate din părțile interne ale moleculei de ARN (splicing) și Se formează capătul ' al ARN (clivaj și poliadenilare) Fiecare dintre aceste procese este condus de proteine care călătoresc cu ARN polimeraza II prin legarea la situsurile de pe capătul C-terminal lung, proeminent Splicing-ul este neobișnuit, deoarece mulți dintre pașii săi cheie sunt efectuate mai degrabă de molecule de ARN specializate decât de proteine Moleculele de ARNm procesate corespunzător trec prin complexele porilor nucleari către citosol, unde sunt traduse în proteine Produsul final al unor gene este ARN La eucariote, astfel de gene sunt de obicei transcrise fie de ARN polimeraza I, fie de ARN polimeraza III ARN polimeraza I produce ARN ribozomal După sinteza sub forma unui precursor mare, moleculele pre-ARNr suferă modificări chimice, scindare și, deja sub formă de ARNr, sunt asamblate în două subunități ribozomale Toate aceste procese au loc în nucleol, o structură subnucleară separată care ajută, de asemenea, la procesarea unora dintre complexele mai mici ARN-proteină Structurile subnucleare suplimentare (inclusiv corpurile Cajal și clusterele de granule de intercromatină) servesc ca locuri în care componentele implicate în procesarea ARN sunt asamblate, stocate și reciclate De la ARN la proteine În paragraful anterior, am aflat că unele gene ajung ca molecule de ARN, cum ar fi cele găsite în snPHII și ribozomi Cu toate acestea, în cea mai mare parte, genele din celulă produc molecule de ARNm care servesc ca intermediari în drumul către proteine În această secțiune, vom studia întrebarea cum transformă celula informațiile încorporate în molecula de ARNm într-o moleculă de proteină Acest "miracol al traducerii" a fost în centrul atenției biologilor la sfârșitul anilor , când problema rezolvării ei a fost numită "problema de codificare": modul în care informațiile dintr-o secvență liniară de nucleotide ARN sunt traduse sau traduse într-un secvență liniară dintr-un set de complet diferit din punct de vedere chimic raportul de unități - aminoacizi din proteine? Această întrebare distractivă a entuziasmat mințile oamenilor de știință din acea vreme Înaintea lor a fost un script criptografic conceput de natură, care, după mai bine de miliarde de ani de evoluție, a putut fi în sfârșit descifrat de unul dintre produsele sale - omul Și într-adevăr, nu numai codul în sine a fost spart pas cu pas, dar în structura celei mai complexe mașini prin care celulele citesc acest cod, ribozomul, a fost în cele din urmă determinată cu o precizie a atomilor individuali De la ARN la proteina Secvența de ARNm este "descifrată" de grupuri de trei nucleotide Odată ce ARNm a fost obținut prin transcripție și procesare, informațiile conținute în secvența sa de nucleotide pot fi utilizate pentru sinteza proteinelor Transcripția poate fi înțeleasă cu ușurință ca un mijloc de transmitere a informațiilor: deoarece ADN-ul și ARN-ul sunt similare din punct de vedere chimic și structural, ADN-ul poate servi ca un șablon direct pentru sinteza ARN prin împerecherea de baze complementare Așa cum termenul transcripție înseamnă literal, poate fi considerat ca transcrierea unui mesaj scris de mână în, să zicem, text dactilografiat Limba în sine și forma mesajului nu se schimbă, iar simbolurile folosite în primul și al doilea caz sunt foarte asemănătoare Dimpotrivă, transformarea informațiilor din forma de ARN în forma unei proteine este o "traducere", sau traducere (traducere), a informațiilor într-o altă limbă, în care sunt folosite simboluri complet diferite Mai mult, deoarece există doar nucleotide diferite în ARNm și de tipuri diferite de aminoacizi într-o proteină, nu se poate presupune că o astfel de traducere se bazează pe o corespondență directă între nucleotidele din ARN și aminoacizii dintr-o proteină Secvența de nucleotide a unei gene, prin medierea ARNm, este tradusă în secvența de aminoacizi a unei proteine folosind reguli care sunt cunoscute în mod colectiv sub numele de cod genetic Acest cod a fost descifrat la începutul anilor Secvența de nucleotide dintr-o moleculă de ARNm este "citită" secvenţial, în grupuri de trei nucleotide ARN-ul este un polimer liniar format din patru nucleotide diferite, deci există x x = de combinații posibile de trei nucleotide: tripleți AAA, AUA, AUG și așa mai departe Cu toate acestea, doar de aminoacizi diferiți se găsesc în mod obișnuit în proteine Prin urmare, fie unele triplete de nucleotide nu sunt folosite niciodată, fie codul este redundant și unii aminoacizi sunt specificați nu de unul, ci de mai multe triplete De fapt, a doua ipoteză este corectă, deoarece codul genetic complet descifrat prezentat în Fig Fiecare grup de trei nucleotide consecutive din ARN se numește codon AGA AGG UUA UUG AGC AGU GCA CGA GGA CUA CCAUCAACA GUA GCC CGC GGC AUACUC CCUCCACC GUCUAA GCG CGGGACААUGCGAАААGGGСАCAUCCUGAАААUCCCCGUCGACGUACGUGUAG GCU CGUGAUAAUUGUGAGCAGGGUCAUAUU și AAG AUGUUUCCUUCUACU UGGUAUGUUUGA Ala AgdAspAsnCysGluGinGlyHls lleLeu LysMet PheProSerThrTrpTyr Valstop A RDNSE~Q ~GH L K~M FPSTWY V Orez Cod genetic Denumirea standard cu o literă pentru fiecare aminoacid este prezentată sub simbolul său de trei litere (numele complete ale tuturor acestor aminoacizi și structurile lor pot fi găsite în anexa , pp - ) Prin convenție, codonii sunt întotdeauna scriși cu nucleotida ' în stânga Rețineți că majoritatea aminoacizilor sunt reprezentați de mai mult de un codon și că există unele modele în setul de codoni care definesc fiecare aminoacid Codonii pentru același aminoacid conțin de obicei aceleași nucleotide în prima și a doua poziție și variază în a treia poziție Cei trei codoni nu definesc niciun aminoacid, dar servesc ca situsuri de terminare (codoni stop), marcând sfârșitul secvenței de codificare a proteinei Unul dintre codoni, AUG, servește atât ca un codon de inițiere, semnalând începutul unei instrucțiuni de codificare a proteinei, cât și ca un codon care specifică metionina Din lat transcriptia - rescriere - Notă, trad Partea Mecanisme genetice de bază și fiecare codon fie descrie un aminoacid, fie oprește procesul de translație Acest cod genetic este folosit uniform în toate organismele moderne Deși există câteva mici diferențe găsite în cod, acestea se referă în principal la ADN-ul mitocondrial Mitocondriile au propriile lor sisteme de transcripție și sinteză a proteinelor care funcționează destul de independent de cele din restul celulei și, prin urmare, este de înțeles că au "reproiectat" ușor codul universal pentru a se potrivi cu genomurile lor mici (vom discuta acest lucru mai detaliat) în capitolul ) În principiu, o secvență de ARN poate fi tradusă din oricare dintre cele trei cadre de citire diferite, în funcție de locul în care începe procesul de decodificare ( ) Cu toate acestea, doar unul dintre cele trei posibile Cadrul de citire din ARNm codifică proteina necesară Mai târziu vom vedea cum un semnal special de "punctuație" la începutul fiecărui mesaj ARN stabilește cadrul de citire corect la începutul sintezei proteinelor ' ' CUC AGC GUU ACC AU Cu UCA GOG UUA OCA U CU CAG CGU UAC CAU Orez Trei cadre de citire posibile în sinteza proteinelor În procesul de translație a secvenței de nucleotide (albastru) în secvența de aminoacizi (roșu), secvența de nucleotide a moleculei de ARNm este citită în direcția de la capătul ' la capătul ' în grupuri consecutive de trei nucleotide Prin urmare, în principiu, aceeași secvență de ARN poate "descrie" trei secvențe de aminoacizi complet diferite, în funcție de cadrul de citire ales Cu toate acestea, în realitate, doar unul dintre aceste cadre de lectură servește drept "cheie pentru mesajul prezent" Codonii găsiți în molecula de ARNm nu identifică în mod direct aminoacizii pentru care îi codifică: un grup de trei nucleotide, de exemplu, nu se leagă direct de aminoacid Traducerea ARNm în proteină depinde de moleculele adaptoare care pot recunoaște un codon și se pot lega atât de codon, cât și de o altă parte a suprafeței lor, de un aminoacid Astfel de "adaptoare" sunt reprezentate de un set de molecule mici de ARN cunoscut sub numele de ARN de transport (ARNt; ARN de transport) Lungimea ARNt este de aproximativ de nucleotide Mai devreme în acest capitol, am descoperit că moleculele de ARN se pot plia în structuri tridimensionale precise, iar moleculele de ARNt ne oferă un exemplu excelent al acestei abilități Cele patru segmente scurte de ARNt pliat sunt duble De la ARN la proteina lanț, datorită căruia se formează o moleculă care seamănă cu o frunză de trifoi, dacă este reprezentată schematic ( ) De exemplu, secvența '-GCUC- ' dintr-o parte a lanţului de polinucleotide poate interacţiona destul de puternic cu secvenţa '-GAGC- ' dintr-o altă regiune a aceleiaşi molecule Un astfel de trifoil suferă o pliere suplimentară pentru a forma o structură compactă în formă de L, care este ținută împreună în această formă prin legături suplimentare de hidrogen între diferite regiuni ale moleculei aminoacid atașat (Phe) ' capătul g cu G un Z'-termină cu Cu A de la G cu D-buclă anticodon CG Vg^gagc A) tulpina acceptoare sdd T-buclă CUGUG bucla anticodon frunză de trifoi ' GCGGAUUUAGCU€AGDDGGGA AGCGCCAGACUGAAYA^CUGGAGGUCCUGUGT A CACAGAAUUCGCACC ' d) anticodon Orez molecula de ARNt Un ARNt specific pentru aminoacidul fenilalanină (Phe) este descris în diferite moduri, a) Structura Cloverleaf care prezintă perechi complementare de baze (linii violete) care creează regiuni dublu catenare în moleculă Un anticodon este o secvență de trei nucleotide care se asociază cu bazele unui codon din ARNm Aminoacidul corespunzător perechii codon-anticodon este atașat la capătul ' al ARNt Moleculele de ARNt conțin câteva baze neobișnuite care sunt create prin modificarea chimică a ARNt după ce acesta a fost sintetizat De exemplu, bazele notate cu literele f (pseudouridină - vezi Fig ) și D (dihidrouridină - vezi Fig ) sunt derivați ai uracilului, bi) Deși această diagramă arată ARNt-ul pentru aminoacidul fenilalanină, toate celelalte ARNt-uri au o structură similară, d) Secvența liniară de nucleotide a moleculei codificate în culori, comună imaginilor a, b și c e) Reprezentarea simbolică a ARNt pe care o folosim în această carte Două regiuni de nucleotide nepereche, situate la cele două capete ale moleculei în formă de L, sunt de o importanță decisivă pentru participarea ARNt la sinteza proteinelor Una dintre aceste regiuni formează un anticodon, un grup de trei nucleotide consecutive care se asociază cu codonul său complementar din molecula de ARNm Celălalt este o regiune scurtă monocatenară la capătul ' al moleculei; este locul unde aminoacidul corespunzător unui codon dat este atașat de ARNt În paragraful anterior, ne-am asigurat că codul genetic este redundant, adică același aminoacid poate fi "înregistrat" de mai multe Partea Mecanisme genetice de bază ARNt anticodon ' ' poziție de clătinare Baza codonului bacteriei ARNm ' în poziţia de balansare a codonului U CU A G eucariote baza în poziție de clătinare codon U CU A G posibile baze de anticodon A G sau I G sau eu U sau eu C sau U posibile baze de anticodon A, G sau I G sau eu U CU Orez Corespondență ambiguă în împerecherea bazelor dintre crdons și anticodons Dacă nucleotida din prima coloană se află în a treia poziție sau în poziția "balanțuire" a codonului (poziție de balansare), se poate perechi de bază cu oricare dintre nucleotidele din a doua coloană De exemplu, atunci când inozina (I) se află în poziția de balansare a anticodonului ARNt, ARNt poate recunoaște oricare dintre cei trei codoni diferiți în bacterii și oricare dintre cei doi codoni la eucariote Inozina din moleculele de ARNt se formează ca urmare a dezaminării guaninei (vezi Fig ) - o modificare chimică care apare în ARNt după sinteza acestuia Perechile de baze non-canonice, inclusiv cele formate cu inozină, sunt de obicei "mai slabe" decât perechile de baze canonice Rețineți că împerecherea codon-anticodon de bază este mai strictă la pozițiile și ale codonului: doar perechile de baze clasice sunt permise acolo Diferențele dintre interacțiunile perechilor de baze wooble observate între bacterii și eucariote pot proveni din diferențele structurale subtile dintre ribozomii bacterieni și eucarioți, mașinile moleculare care realizează sinteza proteinelor (Revizuit din C Guthrie și J Abelson în The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces: Metabolism and Gene Expression, pp - Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, ) codoni (prin urmare, codul genetic se numește degenerat] vezi Fig ) Această redundanță implică faptul că fie pentru mulți aminoacizi nu există unul, ci mai mulți ARNt, fie unele molecule de ARNt se pot perechi de baze nu cu unul, ci cu mai mulți codoni Fapt și Ambele variante sunt sincer corecte Unii aminoacizi au mai mult de un ARNt, iar unii ARNt sunt proiectați în așa fel încât să necesite împerecherea exactă a bazelor doar în primele două poziții ale codonului și sunt toleranți la ambiguitate, sau clătinarea, în poziția a treia ( ) Această pereche de baze libere explică de ce numeroșii codoni alternativi pentru orice aminoacid diferă doar în a treia lor nucleotidă (vezi Figura ) La bacterii, împerecherea ambiguă a bazelor potrivește de aminoacizi cu de codoni, mediate de doar de tipuri de molecule de ARNt Cu toate acestea, numărul exact de tipuri diferite de ARNt diferă în organisme ale diferitelor specii biologice De exemplu, un om are aproape de gene ARNt, dar poartă doar de anticodoni diferiți La fel ca majoritatea altor ARN-uri eucariote, moleculele de ARNt sunt modificate covalent înainte de a li se permite să părăsească nucleul Moleculele de ARNt eucariote sunt sintetizate de ARN polimeraza III Și în bacterii De la ARN la proteina Orez , Structura unei endonucleaze de splicing ARNt asociată cu un precursor de ARNt O endonuclează (o enzimă cu patru subunități) elimină un intron (albastru) din ARNt O a doua enzimă, o ligază ARNt multifuncțională (nu este prezentată), apoi unește cele două jumătăți de ARNt una cu cealaltă (Imaginea prin amabilitatea lui Hong Li, Christopher Trotta și John Abelson) iar la eucariote, moleculele de ARNt sunt de obicei sintetizate ca precursori de ARNt mai mari, care sunt apoi tăiate în ARNt maturi În plus, unii precursori de ARNt (atât bacterii, cât și eucariote) conțin introni care trebuie îndepărtați Această reacție de splicing este chimic diferită de splicing pre-ARNm; În loc să formeze o legătură intermediară sub forma unui lasso, splicing-ul ARNt se efectuează conform mecanismului "tăiați și lipiți" și este catalizat de proteine ( ) Tăierea și despicarea necesită ca precursorul tARN a fost pliat corect în configurația sa în formă de trefoil Deoarece precursorii de ARNt pliați greșit nu pot fi procesați în mod corespunzător, se crede că reacțiile de tăiere și splicing servesc ca un fel de operație de control al calității pentru loturile de molecule de ARNt produse Toate moleculele de ARNt sunt modificate chimic - aproape din nucleotide din fiecare moleculă de ARNt matur este o versiune modificată a ribonucleotidei standard G, U, C sau A Sunt cunoscute mai mult de de tipuri diferite de modificări de ARNt; unele dintre ele sunt prezentate pe Ceva modificare Cationii de nucleotide - în special inozina formată ca urmare a dezaminării adenozinei - afectează conformația și modelul de împerechere a bazelor anticodonului și facilitează astfel recunoașterea codonului ARNm corespunzător de către molecula de ARNt (vezi Fig ) Altele afectează acuratețea cu care ARNt se atașează la aminoacidul corect Așadar, am aflat că, pentru a citi codul genetic în ADN, celulele produc un număr de ARNt diferite Acum vom vedea cum fiecare moleculă de ARNt se leagă de un aminoacid din - cel care este conceput special pentru Partea Mecanisme genetice de bază două grupări metil adăugate la G (L/, L/-dimetilguanină) oxigen U înlocuit cu sulf ( -tiouridină) doi atomi de hidrogen adăugați la U (dihidrouracil) Orez Unele nucleotide neobișnuite găsite în moleculele de ARNt Aceste nucleotide sunt obținute prin modificarea covalentă a nucleotidelor obișnuite după ce au fost încorporate în lanțul de ARN Alte două tipuri de nucleotide modificate sunt prezentate în Fig În majoritatea moleculelor de ARNt, aproximativ % din nucleotide sunt reprezentate de variante modificate (vezi Fig ) acest ARNt Recunoașterea și legarea aminoacidului corect depinde de enzimele numite aminoacil-ARNt sintetaze (aminoacil-ARNt sintetaze), care atașează covalent fiecare aminoacid la moleculele sale de tARN corespunzătoare ( și ) În majoritatea celulelor pentru fiecare aminoacid Lots are o enzimă sintetază separată (adică un total de de sintetaze diferite); unul atașează glicina la toate ARNt-urile care recunosc codonii care specifică glicina; celălalt este alanina pentru toate ARNt-urile care recunosc codoni pentru alanină și așa mai departe Cu toate acestea, multe bacterii au mai puțin de de sintetaze, iar aceeași enzimă sintetază este responsabilă pentru atașarea a mai mult de un aminoacid la ARNt-urile corespunzătoare În astfel de cazuri, o sintetază plasează un aminoacid identic pe două tipuri diferite de ARNt, dintre care doar unul are un anticodon care se potrivește cu acel aminoacid A doua enzimă modifică apoi chimic fiecare aminoacid atașat "eronat" astfel încât să fie adus în linie cu anticodonul ARNt de care este legat covalent Reacția catalizată de sintetază, în care un aminoacid este atașat la capătul ' al unui ARNt, este una dintre multele reacții de hidroliză a ATP cu eliberare de energie (vezi paginile - ) care are ca rezultat o legătură de mare energie între ARNt si aminoacidul Energia acestei legături este utilizată într-o etapă ulterioară, în sinteza proteinelor, pentru a lega covalent aminoacidul de lanțul polipeptidic în creștere De la ARN la proteina Orez , Activarea aminoacizilor Aminoacidul este activat pentru sinteza proteinelor de către enzima aminoacil-ARNt sintetaza doar într-o etapă După cum se arată în diagramă, toți aminoacizii sunt atașați la moleculele lor de ARNt într-o legătură de înaltă energie datorită energiei hidrolizei ATP Un aminoacid este mai întâi activat prin cuplarea directă a grupării sale carboxil la o unitate AMP pentru a forma un aminoacid adenilat; legarea la AMP, de obicei o reacție nefavorabilă, se realizează prin hidroliza moleculei de ATP, care donează AMP Fără a părăsi enzima sintetază, gruparea carboxil a aminoacidului legată de AMP este apoi transferată la gruparea hidroxil zahăr de la capătul ' al moleculei de ARNt Prin acest transfer, aminoacidul este atașat de ARNt printr-o legătură ester activată și formează o moleculă de aminoacil-ARNt Enzima sintetaza nu este prezentată în această diagramă A) aminoacil-ARNt NH CU N eu CH N amino acid Orez , Structura legăturii în complexul aminoacil-ARNt Capătul carboxil al aminoacidului formează o legătură esterică cu riboza Deoarece hidroliza acestei legături esterice implică o schimbare favorabilă mare a energiei libere, se spune că aminoacidul reținut în acest mod este activat a) Reprezentarea schematică a structurii Aminoacidul este legat de nucleotida de la capătul ' al moleculei de ARNt (vezi Figura ) b) Structura reală corespunzătoare imaginii a Sunt cunoscute două clase principale de enzime sintetaze: unele leagă aminoacidul direct de gruparea '-OH a ribozei, în timp ce altele îl leagă mai întâi de gruparea '-OH În ultimul caz, aminoacidul se deplasează în poziția ' în timpul reacției de transesterificare ulterioare Ca în fig , "grupa R" se referă la lanțul lateral al unui aminoacid Partea Mecanisme genetice de bază Enzimele aminoacil-ARNt sintetazei și moleculele de ARNt sunt la fel de importante în procesul de decodificare ( ) riment în care un aminoacid (cisteină) a fost transformat chimic într-un alt aminoacid (alanină) după ce fusese deja atașat la ARNt-ul său specific Când moleculele unor astfel de aminoacil-ARNt "hibrizi" au fost utilizate pentru sinteza proteinelor într-un sistem fără celule, aminoacidul greșit a fost inserat în toate punctele din lanțul proteic în care a fost utilizat acel ARNt Deși, după cum vom vedea, celulele au mai multe mecanisme de verificare a calității pentru a evita acest tip de eșec, dovezile experimentale sugerează că codul genetic este tradus de două seturi de mesageri care lucrează secvenţial unul după altul Fiecare dintre ele, cu o mare specificitate, potrivește suprafața unei molecule cu suprafața alteia și tocmai prin acțiunea lor comună se realizează legătura dintre fiecare secvență de trei nucleotide din molecula de ARNm - adică fiecare codon - și specificul său aminoacid, minciuni amino acid (triptofan) \| x° h n-s-s; eu khon n ARNt (tRNAF) legarea aminoacizilor la ARNt aminoacil-ARNt sintetaza (triptofanil-ARNt sintetaza) atașarea unui ARNt la codonul său ARN ' Împerecherea g baze ' ' ARNm REZULTAT FINAL: SELECȚIA AMINOACIDILOR SĂ AU AVENIT DE CODONUL SĂU Orez , Codul genetic este tradus folosind doi adaptori succesivi Primul adaptor este aminoacil-ARNt sintetaza, care atașează un aminoacid specific la ARNt-ul corespunzător; al doilea adaptor este însăși molecula de ARNt, al cărei anticodon formează perechi de baze complementare cu codonul de ARNm corespunzător O eroare în unul dintre pași ar duce la includerea aminoacidului greșit în lanțul proteic În secvența de evenimente prezentată, aminoacidul triptofan (Tgr) este ales ca codon UGG pe ARNm Mai multe mecanisme care lucrează împreună asigură că tARN sintetaza leagă fiecare tARN de aminoacidul corect Sintetaza trebuie mai întâi să selecteze aminoacidul corect și majoritatea sintetazelor folosesc un mecanism în doi pași pentru a face acest lucru În primul rând, aminoacidul corect are cea mai mare afinitate pentru "buzunarul" situsului activ al sintetazei sale și, prin urmare, este preferat de celelalte În special, aminoacizii care sunt mai mari decât corespunzător sunt îndepărtați eficient din situsul activ Cu toate acestea, distincția precisă între doi aminoacizi similari, cum ar fi izoleucina și valina (care diferă doar în grupul metil), este foarte problematică pentru unul De la ARN la proteina mecanism de recunoaștere a pașilor După ce aminoacidul este legat covalent de AMP, are loc a doua etapă de "recunoaștere" (vezi Figura ) Când ARNt se leagă de sintetază, încearcă să împingă aminoacidul în al doilea buzunar al sintetazei, ale cărui dimensiuni precise exclud aminoacidul corect, dar permit introducerea de aminoacizi strâns înrudiți Odată ce un aminoacid intră în acest "buzunar de editare", legătura sa AMP este hidrolizată (sau legătura cu ARNt în sine dacă legătura aminoacil-ARNt s-a format deja până atunci) și este eliberată din enzimă Această editare hidrolitică, care este similară cu editarea exonucleolitică efectuată de polimerazele ADN ( ), mărește acuratețea generală a "amorsării" ARNt la aproximativ unu erori la de conexiuni formate ARNt sintetaza trebuie, de asemenea, să recunoască setul corect de tARN, iar complementaritatea semnificativă structurală și chimică dintre sintetază și tARN permite ARNt / zona de editare aminoacidul greșit va fi îndepărtat locul de sinteză aminoacid greșit ARNt sintetaza SINTEZĂ EDITARE b) adăugarea nucleotidei greșite locul de polimerizare ADN polimeraza ' SINTEZĂ ' zona de editare nucleotida greșită va fi îndepărtată EDITARE Orez , Editare hidrolitică, a) tARN sintetazele elimină propriile erori prin editarea hidrolitică a aminoacizilor atașați eronat Așa cum este descris în text, aminoacidul corect este respins de site-ul de editare b) Procesul de corectare a erorilor efectuat de ADN polimeraza este în unele moduri similar cu editarea sintetazelor ARNt; cu toate acestea, diferă prin faptul că procesul de îndepărtare este strict dependent de o nepotrivire cu matricea (vezi Figura ) Partea Mecanisme genetice de bază Orez Recunoașterea unei molecule de ARNt de către sintetaza sa aminoacil-tR NK În ARNt-ul (TPHKGln) prezentat aici, nucleotidele specifice atât în anticodon (partea de jos), cât și în brațul de acceptare a aminoacizilor permit enzimei sintetazei (albastru) să-l recunoască drept ARNt corect Molecula de ATP legată este colorată în galben (mulțumită lui Tom) Steitz pentru ilustrare ) sintetaza pentru a recunoaște ARNt-urile corespunzătoare în funcție de o serie de trăsături caracteristice ( ) Cel mai sintetazele lor tARN recunosc direct anticodonul tARN corespunzător; astfel de sintetaze conțin trei buzunare adiacente de legare a nucleotidelor, fiecare dintre acestea fiind complementare ca formă și încărcare cu o nucleotidă din anticodon Pentru alte sintetaze, elementul cheie de recunoaștere este secvența de nucleotide a tulpinii acceptoare Cu toate acestea, în durere În cele mai multe cazuri, sintetaza "citește" nucleotidele în mai multe poziții diferite în ARNt Aminoacizii sunt atașați la capătul C-terminal al lanțului polipeptidic în creștere Acum, știind că aminoacizii sunt atașați mai întâi de moleculele de ARNt, ne putem îndrepta atenția către mecanismul care conectează aminoacizii între ei la un anumit stadiu al creării proteinelor Reacția fundamentală a sintezei proteinelor este formarea unei legături peptidice între gruparea carboxil de la capătul lanțului polipeptidic în creștere și gruparea amino liberă a aminoacidului abordat Prin urmare, proteina este sintetizată secvenţial în direcţia de la capătul N-terminal la capătul C-terminal Pe tot parcursul procesului, capătul carboxil în creștere al lanțului polipeptidic rămâne activat datorită legăturii sale covalente cu molecula de ARNt (formând peptidil-ARNt) Adăugarea următorului aminoacid distruge această legătură covalentă de înaltă energie, dar o înlocuiește imediat cu o legătură identică pe aminoacidul adăugat cel mai recent (Fig ) Astfel, fiecare aminoacid atașat este furnizat cu energia de activare necesară pentru a atașa următorul aminoacid și nu pentru a se atașa singur - un exemplu de polimerizare "directă" descrisă în Fig , Informația scrisă în ARNm este descifrată în ribozomi Sinteza proteinelor este efectuată în conformitate cu informațiile transportate de moleculele de ARNm Pentru a menține cadrul corect de citire și garanție De la ARN la proteina DAR R I II I ^ h n-ccnccncc - IIIIII \ R, HHOR o peptidil-ARNt atașat la capătul C-terminal al unui lanț polipeptidic în creștere moleculă de ARNt, eliberat din comunicare cu moleculă nouă de lanț polipeptidic j peptidil-ARNt atașat la capătul C-terminal al unui lanț polipeptidic în creștere Orez , Încorporarea unui aminoacid într-un lanț proteic Un lanț polipeptidic crește prin adăugarea secvenţială de aminoacizi la capătul său C-terminal Formarea fiecărei legături peptidice este favorabilă din punct de vedere energetic, deoarece capătul C-terminal extins este activat în prealabil prin atașarea covalentă a moleculei de ARNt Legătura peptidil-ARNt, care activează capătul de creștere, este regenerată în timpul fiecărui act de atașare Lanțurile laterale de aminoacizi sunt notate cu Rp R , R și R ; al doilea aminoacid al lanțului polipeptidic a fost luat drept ghid, toți atomii fiind umbriți în gri Figura arată adăugarea celui de-al patrulea aminoacid (roșu) la lanțul de creștere precisă (aproximativ eroare la fiecare de aminoacizi), sinteza proteinelor are loc într-o mașină catalitică complexă - ribozomul (ribozomul), constând din peste de proteine diferite - proteine ribozomale - și mai multe molecule de ARN - ARN ribozomal ( ARNr; ARN ribozomal) ) O celulă eucariotă tipică conține milioane de ribozomi în citoplasmă ( ) Subunitățile ribozomului eucariote sunt asamblate în nucleol atunci când sunt neotrans ARNr-urile mâzgălite și modificate se leagă de proteinele ribozomale, care sunt transferate în nucleu în prealabil după sinteza lor în citoplasmă Orez , Ribozomi din citoplasma celulelor eucariote Această micrografie electronică arată o secțiune subțire a unei zone mici a citoplasmei Ribozomii apar ca puncte negre (indicate de săgeți roșii) Unii plutesc liber în citosol; altele sunt atașate de membranele reticulului endoplasmatic (Mulțumesc lui Daniel S Friend pentru microfotografie ) Partea Mecanisme genetice de bază Astfel, două subunități ribozomale sunt exportate în citoplasmă, unde se unesc într-una singură și încep să sintetizeze proteine Ribozomii eucariotelor și procariotelor au o structură și funcții similare, ambii constau dintr-o subparticulă mare și una mică, care se potrivesc între ele și formează un ribozom cântărind câteva milioane de daltoni ( ) Subunitatea mică servește ca o schelă pe care moleculele de ARNt pot fi mapate cu precizie la codoni de ARNm (vezi Fig ), în timp ce subunitatea mare catalizează formarea de legături peptidice prin care aminoacizii sunt legați împreună pentru a forma un lanț polipeptidic (vezi Fig ) S S ei spun greutate S ei spun greutate S \ S ei spun greutate ei spun greutate mol greutate ARNr S de nucleotide ARNr S ARNr S nucleotide nucleotide ARNr S ei spun greutate ARNr S ARNr , S ARNr S de nucleotide nucleotide nucleotide nucleotide RIBOZOM PROCARIOT EUCARIOTE RIBOZOME Orez , Comparația ribozomilor la procariote și eucariote În ciuda diferențelor de număr și dimensiune a ARNr și a proteinelor care alcătuiesc ribozomii procariotelor și eucariotelor, ribozomii au aproape aceeași structură și funcționează într-un mod similar Deși moleculele de ARNr S și S ale ribozomului eucariotic conțin multe nucleotide care sunt absente din omologii lor bacterieni, aceste nucleotide sunt prezente ca inserții multiple care formează domenii suplimentare și nu modifică în mod special structura de bază a ARNr Dacă ribozomul nu este implicat în sinteza proteinelor active, atunci ambele subparticule ale sale sunt separate una de cealaltă Ele se combină între ele pe molecula de ARNm, de obicei aproape de capătul său ', pentru a începe sinteza proteinelor ARNm este apoi tras prin ribozom; pe măsură ce codonii săi intră în miezul (nucleul) ribozomului, secvența de nucleotide ARNm este tradusă într-o secvență de aminoacizi folosind tARN ca adaptori, care la sfârșitul lanțului polipeptidic în creștere stabilește toți aminoacizii în secvența corectă codonul stop este întâlnit, eliberarea ribozomului s-a încheiat De la ARN la proteina proteina și cele două subparticule ale sale sunt din nou separate una de alta Aceste subparticule pot fi folosite mai târziu - pentru a începe sinteza unei alte proteine pe o altă moleculă de ARNm Ribozomii funcționează cu o eficiență remarcabilă: într-o secundă, un ribozom eucariot adaugă aproximativ aminoacizi la lanțul polipeptidic; Ribozomii celulelor bacteriene funcționează și mai repede: cu o rată de aproximativ de aminoacizi pe secundă Cum reușește ribozomul, ca un maestru coregraf, să coordoneze numeroasele acțiuni necesare pentru o traducere eficientă? Ribozomul conține patru situsuri de legare a ARN: unul pentru ARNm și trei (numite situs A, situs P și situs E) pentru moleculele de ARNt ( ) Molecula de ARNt este ținută ferm în situsurile A și P, numai dacă anticodonul său formează perechi de baze complementare cu codonul x -Marti >' ѵ' Chk '* T'-'-L /; -ѵ ***J V iu * (І b) subparticule mari subparticule mici E-site -site A-site subunitatea mare a ribozomului mic ~~ subunitatea ribozomului complot d) legarea ARNm Orez , Locurile de legare a ARN ale ribozomului Fiecare ribozom are un situs de legare a ARNm și trei situsuri de legare a ARNt: situsuri A-, P- și E (respectiv, abrevieri ale denumirilor: aminoacil-ARNt (A), peptidil-ARNt (P) și exit (E; în engleză exit - exit - Aproximativ, traducere)) a) Ribozom bacterian cu subunitatea mică îndreptată spre cititor (verde închis) și subunitatea mare departe de acesta (verde deschis) Sunt prezentate atât moleculele de ARNr, cât și proteinele ribozomale Moleculele de ARNt sunt prezentate legate la situsul E (roșu), situsul P (portocaliu) și situsul A (galben) Deși toate cele trei situsuri de legare a ARNt sunt arătate ocupate aici, se crede că nu mai mult de două dintre aceste situsuri conțin molecule de ARNt la un moment dat în timpul sintezei proteinelor (vezi Figura ) b) Subparticulele mari și mici ale ribozomului, dispuse ca și cum ribozomul din imaginea o ar fi deschis ca o carte, c) Ribozomul din imaginea o, rotit cu ° și cu fața subparticulei mari în sus și subparticulei mici în jos , d) Reprezentarea schematică a ribozomului (în aceeași orientare ca în vederea c, care va fi folosită în figurile ulterioare) (Imaginile o, b și c sunt adaptate din M M Yusupov și colab , Science : - , Cu amabilitatea AAAS, cu mulțumiri lui Albion Baucom și Harry Noller) Partea Mecanisme genetice de bază Orez , Calea ARNm (albastru) prin subunitatea mică a ribozomului Orientarea este aceeași ca în imaginea din dreapta din Fig b (Mulțumită lui Nugga F Noller, cifră bazată pe datele de la GZ Yuso-pova și colab , Ce// : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) (cu toleranță la "legănarea") pe o moleculă de ARNm întinsă prin ribozom ( ) Secțiunile A și P sunt situate suficient de aproape unul de celălalt, astfel încât ambele molecule de ARNt strânse în ele să poată forma perechi de baze complementare cu doi codoni adiacenți pe molecula de ARNm Această caracteristică a ribozomului face posibilă aderarea la cadrul corect de citire pentru ARNm Imediat după inițierea sintezei proteinelor, fiecare nou aminoacid până la este adăugat la lanțul în creștere într-un ciclu de reacții constând din patru etape principale: legarea ARNt, formarea unei legături peptidice, translocarea (mișcarea) unei subunități mari și translocarea unei subunități mici Ca urmare a două etape de translocare, întregul ribozom se deplasează de-a lungul ARNm cu trei nucleotide și este gata să înceapă următorul ciclu ( ) Descrierea noastră a procesului de alungire lanțul începe din momentul în care mai mulți aminoacizi sunt deja legați unul de celălalt și situsul P al ribozomului conține o moleculă de ARNt legată covalent la capătul polipeptidei în creștere În etapa , ARNt-ul care poartă următorul aminoacid pentru lanț se leagă de situsul A al ribozomului, formând perechi de baze cu codonul ARNm plasat acolo, astfel încât situsurile P și A conțin ARNt adiacente În pasul , capătul carboxil al lanțului polipeptidic este eliberat din ARNt la locul P (prin ruperea legăturii de înaltă energie dintre ARNt și aminoacidul său) și se unește cu gruparea amino liberă a aminoacidului asociată cu ARNt la situsul A, formând o nouă legătură peptidică Această reacție care determină sinteza proteinelor este catalizată de peptidil transferază, care face parte din subunitatea mare a ribozomului La pasul , subunitatea mare este deplasată în raport cu ARNm deținut de subunitatea mică și astfel transferă tulpinile acceptoare a două molecule de ARNt la situsurile E și P ale subunității mari La pasul , ca rezultat al următorului lanț de modificări conformaționale, subunitatea mică și ARNm-ul asociat se mișcă exact trei nucleotide, datorită cărora ribozomul revine la starea inițială și poate accepta următorul aminoacil-ARNt Apoi, etapa se repetă cu molecula de aminoacil-ARNt nou sosită și întreaga procesul se repetă Acest ciclu în patru etape se repetă de fiecare dată când se adaugă un aminoacid la lanțul polipeptidic pe măsură ce lanțul crește de la capătul amino la capătul carboxil De la ARN la proteina ETAPA j lanț polipeptidic în creștere ETAPA ARNt de ieșire H'N' R-site-ul A E-site ARNt nou legat STAPZ Orez , Traducerea moleculei de ARNm Fiecare aminoacid adăugat la capătul lanțului polipeptidic este selectat prin împerecherea bazelor complementare între anticodonul de pe molecula sa de ARNt asociată și următorul codon din lanțul de ARNm Deoarece doar unul dintre multele tipuri de ARNt găsite în celulă poate forma o pereche de baze cu fiecare codon individual, codonul determină aminoacidul specific care va fi adăugat la lanțul polipeptidic în creștere Ciclul în patru pași prezentat în diagramă este repetat de nenumărate ori în timpul sintezei proteinelor La pasul , molecula de aminoacil-ARNt se leagă de situsul A liber al ribozomului, iar molecula de ARNt utilizată este eliberată din situsul E În pasul , se formează o nouă legătură peptidică În stadiul , subunitatea mare este deplasată față de cea mică (translocă), drept urmare ambele molecule de ARNt ajung în regiuni hibride: una în P a subunității mari și A a celei mici; al doilea - în E a subparticulei mari și P a celei mici În stadiul , subunitatea mică se translocă de-a lungul ribozomului, purtând de-a lungul ARNm asociat cu acesta, pe o distanță de trei nucleotide Acest pas "resetează" ribozomul cu site-ul A gol într-o stare de pregătire pentru legarea următoarei molecule de aminoacil-ARNt După cum este indicat în diagramă, ARNm este tradus în direcția '-> ', iar partea N-terminală a proteinei este sintetizată mai întâi, iar în fiecare ciclu ulterior, se adaugă un aminoacid la capătul C-terminal al proteinei lanț polipeptidic Ciclul principal de alungire a polipeptidei, conturat în Fig are o altă caracteristică care face traducerea deosebit de eficientă și precisă Doi factori de alungire intră și părăsesc ribozomul în timpul fiecărui ciclu: fiecare dintre ei hidrolizează GTP în GDP, Partea Mecanisme genetice de bază tolerarea modificărilor conformaționale La bacterii, acești factori sunt numiți EF-Tu și EF-G, iar la eucariote, EF și EF În anumite condiții in vitro, ribozomii pot sintetiza proteine în absența acestor factori de alungire și hidroliză a GTP, dar o astfel de sinteză este foarte lentă, ineficientă și inexactă Cuplarea modificărilor conformaționale determinate de hidroliză GTP ale factorilor de alungire cu tranziții între diferite stări ale ribozomului accelerează extrem de mult sinteza proteinelor Deși astfel de stări ale ribozomului nu sunt încă pe deplin înțelese, ele sunt aproape sigur asociate cu rearanjamentele structurale ale ARN-ului în miezul ribozomal Ciclurile de legare a factorului de alungire, hidroliza GTP și disociere asigură că toate astfel de schimbări au loc în direcția înainte, astfel încât translația să poată continua eficient (Figura ) După cum sa arătat mai devreme, EF-Tu leagă simultan moleculele de GTP și aminoacil-ARNt (vezi Fig ) Pe lângă faptul că ajută la avansarea translației, EF-Tu (EF la eucariote) crește fidelitatea traducerii în mai multe moduri În primul rând, când EF-Tu transmite aminoacil-ARNt livrat ribozomului, verifică dacă potrivirea tARN-aminoacid este corectă Nu se știe exact cum se întâmplă acest lucru Conform unei ipoteze, perechile corecte de ARNt-aminoacizi au o afinitate foarte specifică pentru EF-Tu, ceea ce îi permite EF-Tu să înțeleagă, deși în mod brut, multe combinații diferite de aminoacizi-ARNt și să preia selectiv doar ligamentele corecte pe drum la ribozom În al doilea rând, EF-Tu urmărește interacțiunea primară dintre anticodonul aminoacil-ARNt corespunzător și codonul ARNm la situsul A Moleculele de aminoacil-ARNt sunt "îndoite" atunci când sunt legate de forma GTP a EF-Tu; această conformație îndoită permite împerecherea codonilor, dar împiedică aminoacidul să fie încorporat în lanțul polipeptidic în creștere Cu toate acestea, dacă potrivirea codon-anticodon este corectă, ribozomul declanșează rapid hidroliza moleculei GTP, după care EF-Tu își rupe legătura cu ARNt și se separă de ribozom, permițând astfel moleculei ARNt să-și doneze aminoacidul pentru sinteza proteinei Dar cum este evaluată "corectitudinea" reală a corespondenței codon-anticodon? Această sarcină delicată este îndeplinită de ribozom însuși printr-un mecanism bazat pe ARN ARNr-ul subunității mici a ribozomului formează o serie de legături de hidrogen cu perechea codon-anticodon, ceea ce face posibilă determinarea corectitudinii acesteia (Fig ) În esență, ARNr-ul se înfășoară în jurul unei perechi codon-anticodon, iar închiderea sa finală - care se întâmplă doar atunci când anticodonul corect este acolo - declanșează hidroliza GTP Este de remarcat faptul că un astfel de mecanism de "potrivire forțată" este capabil să facă distincția între interacțiunile codon-anticodon corecte și incorecte, în ciuda efectului regulilor de "împerechere de baze non-strict" rezumate în Fig Pe baza acestui exemplu, precum și a splicing-ului ARN, se poate face o idee despre formele extrem de complexe de recunoaștere moleculară care pot fi realizate numai cu implicarea ARN-ului Interacțiunile EF-Tu, ARNt și ribozomi tocmai descrise adaugă pași corectivi critici la sinteza proteinelor în stadiul inițial al selecției ARNt Dar odată ce GTP-ul este hidrolizat și EF-Tu se desprinde de ribozom, are capacitatea suplimentară de a preveni intrarea aminoacidului greșit în lanțul de creștere Imediat după hidroliza GTP, are loc o scurtă pauză temporară în timp ce aminoacidul adus de ARNt își ia poziția în ribozom Această întârziere este mai scurtă pentru De la ARN la proteina ' La E-site "R-site - ARNm Un site ARNt-urile nepotrivite sunt separate CORECŢIE CORECŢIE în principal ARNt nepotriviți sunt separate Orez , Diagrama detaliată a ciclului de traducere O scurtă schemă de traducere prezentată în Fig este extins pentru a arăta rolul celor doi factori de alungire, EF-Tu și EF-G, care conduc translația înainte După cum se explică în text, EF-Tu oferă, de asemenea, două opțiuni pentru corectarea potrivirii codon-anticodon În acest fel, ARNt nepotriviți sunt eliminate selectiv și fidelitatea traducerii este îmbunătățită perechile codon-anticodon corecte decât pentru cele incorecte Mai mult, ARNt-urile potrivite incorect sunt separate mai repede decât cele legate corect, deoarece interacțiunea celor dintâi cu codonul este mult mai slabă Astfel, majoritatea moleculelor de ARNt legate incorect (precum și un număr semnificativ de molecule legate corect) părăsesc ribozomul fără a fi utilizate în sinteza proteinelor Toate aceste etape de corecție luate împreună sunt în principal responsabile pentru precizia de , ° o-th a ribozomului în traducerea ARN-ului în proteine Partea Mecanisme genetice de bază Orez , Recunoașterea perechilor corecte codon-anticodon de către molecula de ARNr a subunității mici a ribozomului Este prezentată interacțiunea dintre nucleotida ARNr a subunității mici și prima pereche de nucleotide împerecheate corespunzător ale codonului centicodon; interacțiuni similare apar între nucleotidele ARNr rămase și pozițiile a doua și a treia din perechea codon-anticodon O moleculă de subunitate mică de ARNr poate forma o astfel de rețea de legături de hidrogen numai cu perechi codon-anticodon conjugate corespunzător După cum se explică în text, această urmărire a perechilor codon-anticodon de către ARNr subunități mici îmbunătățește acuratețea sintezei proteinelor (Adoptat de la J M Ogle et al , Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) Ribozomul este un complex mare compus din două treimi ARN și o treime proteine Determinarea în a conformației tridimensionale complete a subparticulelor sale mari și mici este principalul succes al biologiei structurale moderne Aceste rezultate confirmă datele anterioare că moleculele de ARNr, și nu proteinele, sunt responsabile pentru structura generală a ribozomului, pentru capacitatea sa de a aranja moleculele de ARNt pe ARNm și pentru acțiunea sa catalitică în legătură cu formarea legăturilor peptidice covalente ARN-urile ribozomale sunt pliate în structuri tridimensionale foarte compacte, precise, care formează nucleul compact sau schela (nucleul) ribozomului și determină forma generală a acestuia ( ) Spre deosebire de poziția dominantă a moleculelor de ARNr, care au ocupat toate pozițiile centrale, proteinele ribozomale își găsesc de obicei casa la periferie sau se înghesuie în golurile dintre moleculele de ARN pliate ( ) Regiunile de lanț polipeptidic extins ale unora dintre aceste proteine pătrund în crăpăturile din miezul ARN ( ) Rolul principal al ribozomalului proteinele, aparent, este de a stabiliza coloana vertebrală a ARN, menținând în același timp posibilitatea unor modificări în conformația ARNr, care sunt necesare pentru ca acesta să catalizeze eficient sinteza proteinelor Aceste proteine probabil ajută și la asamblarea primară a moleculelor de ARNr care formează schela ribozomală Nu numai că situsurile de legare A-, P- și E ale moleculelor de ARNt sunt formate în principal de ARN-uri ribozomale, dar și locul catalitic pentru formarea legăturilor peptidice este format din ARN, deoarece cel mai apropiat aminoacid este mai mare de , nm departe de ea Această descoperire a fost o surpriză completă pentru biologi, deoarece, spre deosebire de proteine, ARN-ul nu conține grupări funcționale ușor ionizabile care pot fi folosite pentru a cataliza reacții complexe, cum ar fi formarea legăturilor peptidice Mai mult, ionii metalici, care sunt adesea folosiți de moleculele de ARN pentru a cataliza reacții chimice (despre care vom discuta mai târziu în acest capitol), nu au fost găsiți în locul activ al ribozomului În schimb, se crede că ARNr-ul S formează un buzunar foarte structurat care orientează cu precizie cei doi reactanți (lanțul peptidic în creștere și ARNt-aminoacil) printr-o rețea de legături de hidrogen și astfel accelerează foarte mult legătura lor covalentă În plus, ARNt-ul situat în situsul P intră în situsul activ și, eventual, furnizează o grupare OH activă funcțional, De la ARN la proteina Orez , Structura moleculelor de ARNr din subunitatea mare a ribozomului bacterian, stabilită prin analiza de difracție cu raze X, a) Structuri tridimensionale ale moleculelor de ARNr ( S și S) ale subunității mari, în care fac parte din ribozom De asemenea, este prezentată una dintre subunitățile proteice ale ribozomului (L ) ca reper, deoarece formează o proeminență caracteristică pe ribozom, b) Reprezentarea schematică a structurii secundare a ARNr S cu o rețea extinsă de regiuni pereche Structura a fost împărțită în șase domenii, ale căror culori corespund celor din imaginea a Diagrama structurii secundare a fost mult simplificată pentru a reprezenta structura cât mai clar posibil - în două dimensiuni Pentru a face acest lucru, în lanțul de ARN au fost introduse mai multe pauze, deși, în realitate, ARNr-ul S este o singură moleculă de ARN De exemplu, lanțul de nucleotide din partea principală a domeniului III trece fără probleme în domeniul IV, deși există un gol în locul corespunzător din schemă (Revizuit din N Ban și colab , Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) care este direct implicat în cataliză Acest mecanism poate asigura că cataliza are loc numai atunci când ARNt este localizat corespunzător în ribozom Moleculele de ARN care au activitate catalitică sunt cunoscute ca ribozime Mai devreme în acest capitol, am văzut cum acționează alte ribozime în reacțiile de auto-splicing (de exemplu, vezi Figura ) În secțiunea finală a acestui capitol, vom lua în considerare întrebarea ce semnificație ar fi putut avea capacitatea moleculelor de ARN de a cataliza diferite reacții în stadiul de evoluție timpurie a celulelor vii Deocamdată, subliniem pur și simplu că există motive întemeiate să bănuim că moleculele de ARN, și nu proteinele, au fost primii catalizatori în celulele vii Dacă da, atunci ribozomul, cu miezul său de ARN, poate fi o relicvă a vremurilor trecute din istoria vieții, când sinteza proteinelor a evoluat în celulele unde a existat o dominație aproape completă a ribozimelor Partea Mecanisme genetice de bază a) b) c) Orez , Aranjamentul componentelor proteice în subunitatea mare a ribozomului bacterian Moleculele de ARNr ( S și S) sunt afișate cu gri, în timp ce proteinele subunităților mari ( dintr-un total de ) sunt afișate cu aur Pentru comoditate, numai coloana vertebrală a polipeptidei este prezentată în structurile proteinelor , b) Partea opusă a imaginii din vizualizarea a a fost obținută prin rotirea vizualizării a cu ° în jurul axei verticale c) O ușoară rotație suplimentară a imaginii b de-a lungul axei diagonale face posibilă vizualizarea canalului de ieșire al peptidei în centrul structura (Adaptat după N Ban și colab , Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) Începutul (inițializarea) și finalizarea (terminarea) traducerii introduc unele caracteristici în ciclul de alungire a translației descris mai sus Regiunea ARNm unde începe sinteza proteinelor este deosebit de importantă, deoarece este stabilită extinde cadrul de citire pe toată lungimea matricei O singură eroare de nucleotidă în această etapă va duce într-un fel la citirea incorectă a tuturor codonilor ulterioare ai matriței și, în cele din urmă, la sinteza unei proteine funcțional inactive cu o secvență de aminoacizi distorsionată Etapa de inițiere este, de asemenea, importantă deoarece pentru majoritatea genelor este ultima Orez , Structura proteinei L în subunitatea mare a ribozomului bacterian Domeniul globular al proteinei se află pe suprafața ribozomului, iar regiunea alungită pătrunde adânc în cadrul ARN al ribozomului Proteina L este prezentată în galben, iar o parte din scheletul ARN al ribozomului este prezentată în roșu (Adoptat de la D Keilin, P B Moore și T A Steitz, J Mol Biol : - , Prin amabilitatea Academic Press ) De la ARN la proteina punctul în care celula poate decide dacă să traducă acest ARNm și să sintetizeze această proteină Astfel, rata de inițiere este unul dintre factorii determinanți ai ratei la care orice proteină este sintetizată În capitolul , vom vedea că celulele folosesc mai multe mecanisme pentru a regla inițierea translației Traducerea ARNm începe la codonul AUG și este necesar un ARNt special pentru a începe traducerea Acest ARNt inițiator poartă întotdeauna aminoacidul metionină (bacteriile folosesc o formă modificată de metionină, formil metionină), astfel încât toate proteinele nou sintetizate au în cele din urmă capătul N-terminal - capătul proteinei care este sintetizată prima - începând cu metionină Mai târziu, această primă metionină este de obicei îndepărtată de o protează specială Factorii de inițiere pot recunoaște în mod specific ARNt inițiator deoarece are o secvență de nucleotide diferită de cea a ARNt care transferă metionina în timpul alungirii La eucariote, complexul metionil-ARNt (Met-ARNt) se atașează mai întâi la subunitatea mică a ribozomului, împreună cu proteine suplimentare numite factori de inițiere eucarioți (elFs) (Figura ) Dintre toate perechile aminoacil-ARNt prezente în celulă, doar tARN-ul inițiator încărcat cu metionină este capabil să se lege ferm de subunitatea mică a ribozomului chiar înainte de formarea întregului ribozom și se leagă direct de situsul P Micul ribozom se leagă apoi de capătul ' al moleculei de ARNm, care este recunoscut de capacul ' și de cei doi factori de inițiere asociați eIF E (care se leagă direct de capac) și eIF G (vezi Figura ) După aceea, subunitatea mică a ribozomului se deplasează înainte de-a lungul moleculei de ARNm (în direcția '-> ') în căutarea primului codon AUG Factorii auxiliari de inițiere, care acționează ca niște helicaze energizate prin hidroliza ATP, facilitează trecerea ribozomului prin structurile secundare ARN În % din moleculele de ARNm, translația începe la codonul AUG, care este prima subunitate mică întâlnită În acest moment, factorii de inițiere se disociază, permițând astfel subunității mari a ribozomului să se alăture complexului și să finalizeze ansamblul ribozomului ARNt inițiator este încă legat de situsul P și nu pretinde a fi un site A liber Deci sinteza proteinelor este gata să înceapă (vezi Figura ) Nucleotidele aflate în imediata apropiere a locului de pornire al ARNm eucariote afectează eficiența recunoașterii codonului AUG în timpul procesului de scanare descris mai sus Dacă o astfel de regiune dorită diferă puternic de secvența consens ( '-ACCAUGG- ') apoi scanarea subunităților ribozomale poate ignora uneori primul codon AUG din ARNm și poate sări de la acesta la al doilea sau al treilea codon AUG Celulele folosesc adesea acest fenomen, cunoscut sub numele de "scanare cu scurgeri", pentru a produce două sau mai multe proteine N-terminale diferite din aceeași moleculă de ARNm Datorită acestui fapt, aceeași proteină poate fi sintetizată din unele gene în două versiuni, de exemplu, cu sau fără o secvență semnal la capătul N-terminal, astfel încât, în funcție de prezența/absența peptidei semnal, proteina rezultată va să fie direcționat către unul dintre cele două compartimente diferite ale celulei Bacteriile au un mecanism diferit de alegere a codonului de pornire Moleculele bacteriene de ARNm nu poartă un capac la capătul ', cu care ar putea semnala ribozomului de unde să înceapă căutarea punctului de pornire al translației În loc de Partea Mecanisme genetice de bază elF t-in - ARNt inițiator subunitate mică a unui ribozom cu un ARNt inițiator atașat la acesta elF G ARNm elF E '-cap adiţional "* factori de inițiere Întâlnit ARNm ' ARNt INITIATORUL SE MISTE DE-A lungul ARN-ului IN CAUTAREA PRIMULUI CODON DE AUG ' ' Am întâlnit aa ATAȘAREA AMINOACIL-ARNt (pasul ) ' ' ' ' DISOCIAREA ELF ȘI A ALȚI FACTORI INIȚIATORI Întâlnit aa FORMAREA PRIMEI LEGĂTURI PEPTIDE (etapa ) Întâlnit ATAȘAMENT DE SUBPARTICULA RIBOZOMUL MARE ' ' ' Orez , Inițierea sintezei proteinelor la eucariote Sunt afișați doar trei dintre mulți factori de inițiere a traducerii necesari pentru acest proces Inițierea eficientă a traducerii necesită, de asemenea, ca coada poli-A a ARNm să fie asociată cu proteinele de legare a poli-A, care, la rândul lor, interacționează cu elF G În acest fel, aparatul de traducere asigură că ambele capete ale ARNm sunt intacte înainte ca translația să fie inițiată (vezi Figura ) Deși în figură este prezentat un singur eveniment de hidroliză a GTP, se știe că are loc și al doilea eveniment, chiar înainte de asocierea subunităților mari și mici ale ribozomului De la ARN la proteina Prin urmare, fiecare ARNm bacterian conține un loc specific de intrare în ribozom (cunoscut și sub numele de secvența Shine-Dalgarno, numită după cercetătorii care l-au descoperit) - este situat mai multe nucleotide în amonte de codonul AUG de la care ar trebui să înceapă difuzarea Această secvență de nucleotide, în forma consensuală AGGAGGU- ', se face perechi de baze cu ARNr-ul S al subunității mici a ribozomului pentru a plasa corect codonul de început AUG pe ribozom Un set de factori de inițiere a translației "conduce" aceste interacțiuni, precum și inserarea ulterioară a subunității mari ribozomale, care completează asamblarea ribozomului Spre deosebire de cel eucariotic, ribozomul bacterian se poate asambla cu ușurință direct pe codoni de pornire care se află în întreaga moleculă de ARNm, cu condiția ca locul de intrare în ribozom să îl precedă cu câteva nucleotide Drept urmare, moleculele bacteriene de ARNm sunt adesea policistronice - adică codifică pentru mai multe proteine diferite, fiecare dintre acestea fiind tradusă din aceeași moleculă de ARNm ( ) Spre deosebire de omologii lor bacterieni, ARNm eucariote, cum ar fi codifică de obicei doar o singură proteină situsurile de legare a ribozomilor proteina a proteine p ARNm ' eu veverita la Orez , Structura unui ARNm bacterian tipic Spre deosebire de ribozomii eucarioți, care au nevoie de obicei de un capac la capătul ', procariotele inițiază translația la locurile de legare a ribozomilor (secvențele Shine-Dalgarno) care pot fi localizate oriunde pe molecula de ARNm Această caracteristică a ribozomilor permite bacteriilor să sintetizeze dintr-un singur ARNm o moleculă, dar mai multe proteine diferite Sfârșitul unui mesaj de codificare a proteinei este indicat de prezența unuia dintre cei trei codoni stop (UAA, UAG sau UGA) (vezi Figura ) Ele nu sunt recunoscute de ARNt și nu codifică niciun aminoacid, ci în schimb semnalează ribozomului să oprească traducerea Orice ribozom cu un codon stop în situsul său A leagă proteinele cunoscute ca factori de terminare a translației , care forțează peptidiltransferaza ribozomală să catalizeze adăugarea unei molecule de apă în loc de aminoacid ( ) la peptidil-tRIK Această reacție eliberează capătul carboxil al polipeptidei în creștere lanțul de la molecula de ARNt și, deoarece numai această legătură menține de obicei polipeptida în creștere în ribozom, lanțul proteic complet alunecă imediat în citoplasmă După aceea, ribozomul este eliberat din ARNm și se disociază în subparticule mari și mici care se pot asambla pe aceasta sau Multe grupuri de bacterii, cum ar fi cianobacteriile și micobacteriile, nu au o secvență Shine-Dalgarno și o metodă pentru determinarea codonului de început nu este cunoscută pentru ele - Aprox ed Aceștia sunt uneori numiți factori de eliberare - Aprox ed Partea Mecanisme genetice de bază E A ACC CGAUCG Orez , Etapa finală în sinteza proteinelor Translația este finalizată prin fixarea factorului de terminare la locul A, care conține codonul stop Polipeptida completată este eliberată printr-o serie de reacții care necesită proteine suplimentare și hidroliza GTP (nu este prezentată), iar ribozomul se disociază în două subunități H N Asn Întâlnit LEGAREA FACTORULUI DE TERMINARE DE SITE-A A RIBOSOMULUI ACC AUGAA^UGG AUCG ІГVГІПІ II ILP TERMINAREA Întâlnit altă moleculă de ARNm pentru a începe un nou ciclu de sinteză a proteinelor Factorii de terminare a translației ne oferă un exemplu de mimetism molecular (mimetism molecular), în care o macromoleculă de un tip seamănă ca formă cu o moleculă cu proprietăți chimice complet neînrudite În acest caz, structura tridimensională a factorilor de terminare (formată în întregime din proteină) seamănă cu o moleculă de ARNt ( ) ca formă și distribuție a sarcinii O astfel de mimă de formă și sarcină îi ajută să pătrundă în situsul A al ribozomului și să provoace terminarea translației În timpul translației, polipeptida nou sintetizată trece printr-un tunel mare umplut cu apă (aproximativ x , nm) în subunitatea mare a ribozomului (vezi Fig c) Pereții acestui tunel, căptușiți predominant de ARNr S, sunt un mozaic de suprafețe hidrofobe minuscule stivuite pe un fundal hidrofil mai extins O astfel de structură nu este complementară nici unei peptide și, prin urmare, este asemănătoare cu o acoperire de teflon, care E mu lanțul polipeptidic poate ușor? slide Dimensiunile tunelului sugerează / "£s că proteinele create sunt în mare parte lipsite de structură se întoarce în momentul în care trec de AUGAACUGG CGAUCG Kk , /ribozom tăiat, deși unele a-helical regiunile unei proteine se pot forma chiar înainte de a ieși din tunelul ribozomal După părăsirea ribozomului, proteina nou sintetizată trebuie să-și asume conformația tridimensională corespunzătoare pentru a-și îndeplini funcția dorită în celulă; Mai târziu în acest capitol, vom discuta, de asemenea, cum se pliază proteina nou sintetizată Ei bine, mai întâi vom descrie câteva caracteristici suplimentare ale procesului de traducere în sine De la ARN la proteina Orez , Structura factorului de terminare a translației eRF uman și asemănarea acestuia cu molecula de ARNt Proteina este în stânga și ARNt-ul este în dreapta (Adaptat după H Song și colab , Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier) Proteinele se adună pe poliribozomi Sinteza majorității moleculelor de proteine durează de la de secunde la câteva minute Cu toate acestea, în această perioadă foarte scurtă de timp, multe evenimente de inițiere a translației au loc de obicei pe fiecare moleculă de ARNm tradusă De îndată ce ribozomul precedent o (traduce suficient din secvența de nucleotide pentru a ieși din cale, capătul ' al mPI IK este imediat "alimentat" într-un nou ribozom Prin urmare, moleculele de ARNm traduse apar de obicei sub formă de poliribozomi (sau polizomi) - ansambluri citoplasmatice mari constând din mai mulți ribozomi separați de cel mult de nucleotide pe o singură moleculă de ARNm (Lic ) Aceste evenimente multiple de inițiere permit celulei să producă mult mai multe molecule de proteine într-un timp dat decât ar putea dacă sinteza fiecărei proteine ulterioare ar putea fi începută numai după terminarea sintezei tuturor celor anterioare Atât bacteriile, cât și eucariotele folosesc polizomi și recurg la strategii suplimentare pentru a crește rata globală a sintezei proteinelor traduce - chiar înainte ca transcripția sa să fie completă - urmând călcâiele ARN polimerazei pe măsură ce se deplasează prin ADN În cazul ARNm eucariotic, capetele sale ' și ' interacționează între ele (vezi Fig și , a)\ prin urmare, de îndată ce ribozomul se disociază, cele două subunități ale sale sunt în poziția optimă pentru a reinițializa traducere pe aceeași moleculă de ARNm Partea Mecanisme genetice de bază ARN mesager Orez , Poliribozom, a) Diagramă care arată câți ribozomi pot traduce simultan o moleculă de ARNm eucariot b) Micrografie electronică a unui poliribozom într-o celulă eucariotă (Imaginea b prin amabilitatea lui John Heuser ) După cum s-a discutat în Capitolul , codul genetic (prezentat în Figura ) este același pentru toate cele trei ramuri ale arborelui vieții și oferă dovezi importante că toată viața de pe Pământ descinde dintr-un strămoș comun Deși rar, există încă excepții de la acest cod De exemplu, Candida albicans, cel mai frecvent agent patogen fungic uman, traduce codonul CUG ca serină, în timp ce aproape toate celelalte organisme îl traduc în leucină Mitocondriile (care au propriul lor genom și cod pentru majoritatea mașinilor lor de traducere) se abat adesea de la codul standard De exemplu, în mitocondriile mamiferelor, tripletul AUA este tradus ca metionină, în timp ce în citosolul celular este tradus ca izoleucină (vezi Tabelul ) Acest tip de abatere în codul genetic este încorporat în chiar "aparatul" translațional al organismelor sau organelelor în care apar Un alt tip de variație apare în multe celule, uneori numită recodificarea traducerii sau recodificarea traducerii În acest caz, informațiile dintr-o altă secvență de nucleotide localizată în ARNm poate schimba conținutul semantic al codului genetic într-o regiune specifică a moleculei de ARNm Codul standard permite celulelor să producă proteine folosind doar de aminoacizi Cu toate acestea, bacterii De la ARN la proteina arheile și eucariotele au cel de-al -lea aminoacid disponibil, care poate fi încorporat direct în lanțul polipeptidic în creștere prin recodificarea translației Selenocisteina, care este absolut esențială pentru funcționarea eficientă a unei game largi de enzime, conține un atom de seleniu în locul atomului de sulf din cisteină Selenocisteina este produsă enzimatic din serină, atașată la o moleculă specială de ARNt care se împerechează cu codonul UGA, care în mod normal semnalează oprirea traducerii Moleculele de ARNm pentru proteinele în care selenocisteina urmează să fie inserată la codonul UGA poartă o secvență de nucleotide suplimentară în vecinătatea sa, ceea ce provoacă un astfel de eveniment de recodificare ( ) serină / s s sc e i seril-ARNt-Ac și sintetaza selenocisteină-ARNt serină iar si este transformat în selenocisteină prin acțiunea enzimelor Asi factor de translație specific selenocisteinei a si ' selenocisteina este atașată de lanțul polipeptidic în creștere care este codonul UGA din amonte codifică selenocisteina Orez , Încorporarea selenocisteinei în lanțul polipeptidic în creștere ARNt-ul specializat este încărcat cu serină de către seril-ARNt sintetaza normală, iar serina este ulterior convertită enzimatic în selenocisteină O structură specifică în ARNm (structură stem și buclă cu o secvență specifică de nucleotide) semnalează că selenocisteina ar trebui să fie inserată la codonul UGA adiacent După cum se arată în diagramă, acest eveniment necesită implicarea unui factor de translație specific selenocisteinei O altă formă de transcodare, translația frameshifting, permite sintetizarea mai multor proteine dintr-un singur ARNm Retrovirușii, membri ai unui grup mare de agenți patogeni care infectează eucariotele, folosesc de obicei deplasarea translațională pentru a produce proteinele capsidei (proteine Gag), precum și transcriptaza inversă și integraza (proteinele Pol) ale virusului, dintr-o singură transcriere ARN (vezi Fig ) Virusul are nevoie de mult mai multe copii ale proteinelor Gag decât cele ale proteinei Pol Această ajustare cantitativă este realizată Partea Mecanisme genetice de bază prin codificarea genelor Pol imediat după genele Gag, dar într-un cadru de citire diferit Sunt produse cantități mici de produse ale genei Pol, deoarece o deplasare ocazională în amonte în timpul translației permite omiterea codonului stop al proteinei Gag o caracteristică structurală a secvenței ARN situată sub secțiunea acestui codon ( ) ARN viral ' ' Y ARN ' pseudonod ' mARN 'UUUUUAGGG 'UUUUUAGGG = ! II i j H N - Phe Leu Gly -►etc H N- Phe Leu Ar ->etc n m^ - ^rCOOH H N Ъ Proteina Gag Proteina de fuziune Gag -Pol FĂRĂ SCHIMBARE CADRU ( % din ribozomi) SCHIMBARE CADRU ( % ribozomi) Orez , Frameshift, care asigură sinteza transcriptazei inverse și integrazei retrovirusului Transcriptaza inversă și integraza inerente virusului sunt obținute ca rezultat al procesării proteolitice a unei proteine precursoare mari (proteina de fuziune Gag-Pol), constând din secvențele de aminoacizi ale proteinelor Gag și Pol Procesarea proteolitică a proteinei Gag exprimată în cantităţi mari duce la formarea proteinelor capside virale Atât proteina Gag, cât și proteina de fuziune Gag-Pol încep cu ARNm identic, dar dacă proteina Gag se termină la un codon stop situat sub secvența prezentată, atunci translația proteinei de fuziune Gag-Pol ocolește acest codon stop, rezultând sinteza a unui produs mai lung Omiterea codonului de oprire este posibilă datorită deplasării controlate a cadrelor în timpul translației, așa cum se arată în diagramă Caracteristicile inerente structurii locale a ARN (inclusiv bucla de ARN prezentată) determină ca TpHKLeu, atașat la capătul C-terminal al lanțului polipeptidic în creștere, uneori alunecă înapoi pe ribozom înapoi o nucleotidă, astfel încât să fie asociat cu UUU codonul în loc de codonul UUA, care a stabilit inițial includerea sa în lanțul polipeptidic; următorul codon (AGG) din noul cadru de citire specifică arginina, nu glicina Această alunecare controlată se datorează în parte pseudonodului care se formează pe ARNm viral (vezi Figura ) Figura prezintă secvența virusului uman SIDA, HIV (Revizuit de la T Jacks și colab , Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) Multe dintre cele mai puternice antibiotice folosite în medicina modernă sunt compuși secretați de ciuperci care se caracterizează prin încetinirea sintezei proteinelor bacteriene Ciupercile și bacteriile concurează pentru multe dintre nișele ecologice pe care le locuiesc și de-a lungul a milioane de ani de co-evoluție, ciupercile au învățat să producă inhibitori puternici inhibitori împotriva bacteriilor Unele dintre aceste medicamente se bazează pe diferențele structurale și funcționale dintre ribozomii bacteriilor și eucariotelor - pentru De la ARN la proteina pentru a interfera selectiv cu activitatea ribozomilor bacterieni Astfel, oamenii pot lua doze mari din unii dintre acești compuși fără riscul de toxicitate nespecifică Multe antibiotice ocupă buzunare în ARN-ul ribozomal și pur și simplu interferează cu activitatea coordonată a ribozomului ( ) ÎN sunt enumerate unele dintre cele mai cunoscute antibiotice de acest tip, împreună cu alți inhibitori ai sintezei proteinelor - dintre care unii acționează asupra celulelor eucariote și, prin urmare, nu pot fi utilizați ca antibiotice subunitate mică a ribozomului subunitatea mare a ribozomului Orez , Locurile de legare a antibioticelor pe ribozomul bacterian Subunitățile mici (stânga) și mari (dreapta) ale ribozomului sunt aranjate ca și cum ribozomul ar fi deschis ca o carte, moleculele de ARNt legate sunt prezentate în violet (vezi Fig ) ARN: Higromicina B provoacă erori de translație, blocuri de spectinomicina mișcarea peptidil-ARNt de la situsul A la situsul P și streptogramina B previne alungirea peptidelor sintetizate J Poehlsgaard și S Douthwaite, Nat Rev Microbiol : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) Deoarece mulți dintre compușii din tabelul blochează anumiți pași în procesele care duc de la ADN la proteine, aceștia sunt utilizați pentru cercetarea în biologia celulară Printre medicamentele cele mai utilizate pe scară largă în astfel de studii, amintim cloramfenicolul, cicloheximida și puromicina, toate care inhibă în mod specific sinteza proteinelor Într-o celulă eucariotă, de exemplu, cloramfenicolul inhibă sinteza proteinelor pe ribozomi numai în mitocondrii (și în cloroplaste din plante), ceea ce poate reflecta originea acestor organite din procariote (vom discuta acest lucru în Capitolul O Cicloheximida, în schimb, afectează numai ribozomii în Puromycin este deosebit de interesant deoarece este un analog structural al moleculei de ARN legat de un aminoacid, așa că ne oferă un alt exemplu de mimetizare moleculară, ribozomul îl confundă cu un aminoacid autentic și se leagă covalent de C- capătul final al lanțului peptidic în creștere, determinând astfel terminarea prematură Partea Mecanisme genetice de bază Tabelul Inhibitori ai sintezei de proteine sau ARN EFECT SPECIFUL INHIBITORULUI Eficient doar pentru bacterii Tetraciclina Streptomicina blochează legarea aminoacil-ARNt la situsul A al ribozomului, previne tranziția de la inițierea translației la alungirea lanțului și, de asemenea, întrerupe decodificarea Cloramfenicol Eritromicină Rifamicina blochează reacția peptidil transferază pe ribozomi (etapa din Fig ) blochează alungirea lanțului peptidic prin legarea de canalul de ieșire al ribozomului blochează inițierea lanțurilor de ARN prin atașarea la ARN polimerază (previne sinteza ARN) Eficient atât pentru bacterii, cât și pentru eucariote Puromicina , care unește capătul lanțului polipeptidic în creștere, determină separarea prematură a acestuia de ribozom Actinomicina D se leagă de ADN și blochează mișcarea ARN polimerazei (previne sinteza ARN) Eficient doar pentru eucariote Cicloheximidă Anizomicină blochează reacția de translocare pe ribozomi (etapa în Fig ) blochează reacția peptidil transferazei pe ribozomi (etapa în Fig ) a-amanitina blochează sinteza ARNm prin legarea predominant la ARN polimeraza II Notă Ribozomii din mitocondriile (și cloroplastele) eucariotelor sunt adesea similari ca sensibilitate la inhibitorii la ribozomii procarioți Prin urmare, unele dintre aceste antibiotice pot avea efecte nocive asupra mitocondriilor umane și eliberarea polipeptidei După cum era de așteptat, puromicina inhibă sinteza proteinelor atât la procariote, cât și la eucariote L Precizia traducerii necesită energie liberă Translația efectuată de ribozom este un compromis între limitele conflictuale ale preciziei și vitezei Am văzut deja, de exemplu, că acuratețea translației ( eroare pentru fiecare aminoacizi IO legați) necesită o întârziere de timp de fiecare dată când un nou aminoacid este adăugat la lanțul polipeptidic în creștere, prin care rata globală de translație este redusă la aminoacizi legați pe secundă în bacterii Bacteriile mutante cu o modificare specifică în subunitatea mică a ribozomului iau pauze mai lungi și traduc ARNm în proteină cu o acuratețe mult mai mare decât figura de mai sus; totuși, sinteza proteinelor la astfel de mutanți se desfășoară atât de lent, încât bacteriile abia au timp să supraviețuiască Am mai învățat că atingerea fidelității observate în sinteza proteinelor necesită o cantitate mare de energie liberă; acest lucru este pe deplin justificat, deoarece, așa cum am discutat în capitolul , există un preț pe care o celulă trebuie să îl plătească pentru orice creștere în ordine în domeniul său În majoritatea celulelor, sinteza proteinelor consumă mai multă energie decât orice alt proces de biosinteză Astfel, pentru formarea fiecărei noi legături peptidice, trebuie scindate cel puțin patru legături fosfat de înaltă energie: două sunt consumate la încărcarea moleculei de ARNt cu un aminoacid (vezi Fig ) și încă două sunt folosite pentru a efectua operațiuni în ciclul reacţiilor care apar pe ribozom în timp De la ARN la proteina sinteza propriu-zisă (vezi Fig ) În plus, energie suplimentară este cheltuită de fiecare dată când legătura cu aminoacidul greșit este hidrolizată de tARN sintetaza (vezi Figura ) și de fiecare dată când ARNt greșit intră în ribozom, declanșează hidroliza GTP și este eliminat (vezi Figura ) Pentru a fi eficiente, astfel de mecanisme corective trebuie să permită, de asemenea, eliminarea unei proporții semnificative a interacțiunilor corecte; din acest motiv, corecția se dovedește a fi și mai consumatoare de energie decât ar părea Mecanismele de control al calității acționează pentru a preveni translația moleculelor de ARNm deteriorate La eucariote, producția de ARNm implică atât transcripția, cât și o serie de etape complexe de procesare a ARN; acestea din urmă procedează în nucleu, separat de ribozomi, și numai după ce "procesarea" este finalizată, moleculele de ARNm sunt transportate în citoplasmă pentru translația lor ulterioară (vezi Fig ) Cu toate acestea, această schemă nu este rezistentă la erori și unele molecule de ARNm procesate incorect sunt trimise din greșeală în citoplasmă În plus, moleculele de ARNm care au fost impecabile atunci când au părăsit nucleul pot fi rupte sau deteriorate deja în citosol sub influența oricăror factori Este clar că pericolul de a traduce moleculele de ARNm deteriorate sau procesate incomplet (rezultând proteine trunchiate sau, cu alte cuvinte, aberante) este atât de mare încât celula are mai multe măsuri de rezervă menite să prevină apariția unor astfel de cazuri nefericite Pentru a evita translatarea moleculelor de ARNm sparte, mașinile de inițiere a translației recunosc capacul ' și coada poli A înainte de a începe (vezi Figura ) Complexul de joncțiune a exonilor (EJC) înainte de translație ajută la confirmarea faptului că molecula de ARNm este îmbinată corespunzător: atunci când este plasată pe ARNm-ul îmbinat, stimulează translația acestuia în proteină (vezi Figura ) Dar cel mai puternic "sistem de supraveghere" pentru ARNm, numit dezintegrare ARNm mediată de nonsens, elimină moleculele de ARNm defecte înainte ca acestea să poată fi traduse în proteine Acest mecanism intră în joc atunci când o celulă decide că o moleculă de ARNm poartă un codon stop (UAA, UAG sau UGA) în locul "nepotrivit" (un astfel de codon se numește codon nonsens), situație care apare cel mai probabil într- un moleculă de ARNm care a fost îmbinată incorect Îmbinarea aberantă are ca rezultat, de obicei, introducerea involuntară a unui codon nonsens în cadrul de citire a ARNm, în special în organisme precum oamenii, ai căror introni au o dimensiune medie mare (vezi Figura b) Acest mecanism de supraveghere intră în joc atunci când molecula de ARNm este transportată de la nucleu la citosol De îndată ce capătul ' al ARNm iese din porul nuclear, acesta este întâlnit de ribozom, care începe să traducă ARNm Pe măsură ce translația continuă, complexele de joncțiune a exonilor (EJC) asociate cu ARNm la fiecare loc de îmbinare par a fi deplasate de ribozomul în mișcare Codonul de stop normal se va afla în ultimul exon, astfel încât, în momentul în care ribozomul ajunge la el și se oprește, nu ar trebui să mai rămână EJC pe ARNm Dacă acesta este cazul, atunci se spune că ARNm a "trecut inspecția" și este eliberat în citosol, unde celula îl poate traduce cu încredere (Figura ) Cu toate acestea, dacă ribozomul ajunge la codonul stop prematur și se blochează, atunci aceasta înseamnă că pe moleculă Partea Mecanisme genetice de bază codonul de pornire ^AUG pre-ARNm codoni de oprire în cadrul de citire intron intron DESPILARE NORMALĂ AUG UAA AAAjoo complexe de joncțiune a exonilor (EJC) CORE CITOSOLE AUG UAA AAAjoo ribozom codon de oprire normal Și ' DESPLISIRE ANORMALA AUG UAA AA proteine Upf UAA ribozom aaa AAAgoo ARNm este CONSERVAT, TRADUCERE EFICIENTĂ Upf-PROTEINS TRIGGER / EGR și ARNm II Orez , Dezintegrarea ARNm mediată de nonsens După cum se arată în dreapta, un codon de oprire prematur este adesea introdus în cadrul de citire pentru proteină în cazul îmbinării pre-ARNm nereușite Introducerea unui astfel de codon stop "în cadru" este deosebit de probabilă la mamifere, unde intronii tind să fie foarte lungi Când aceste molecule de ARNm greșite sunt traduse, ele produc proteine anormale sau aberante care pot deteriora celula Cu toate acestea, așa cum se arată în colțul din dreapta jos al figurii, astfel de ARN nepotriviți sunt distruse prin acțiunea unui nonsens care mediază mult mecanism de dezintegrare Potrivit unui model, o moleculă de ARNm care poartă complexe de joncțiune a exonilor (EJC) - pentru a "marca" îmbinări finalizate cu succes - este întâlnită mai întâi de un ribozom, care efectuează o rundă de "probă" de traducere Pe măsură ce ARNm trece prin canalul îngust, ribozomii EJC sunt deplasați și moleculele de ARNm testate cu succes sunt eliberate pentru a suferi rundele deja multiple de translație (stânga) Cu toate acestea, dacă se întâlnește un codon de oprire înainte ca ultimul EJC (dreapta) să fie atins, atunci ARNm va suferi dezintegrare mediată de nonsens declanșată de proteinele Upf (verde) care se leagă de fiecare EJC Rețineți că pentru a declanșa dezintegrarea mediată fără sens, codonul de stop prematur trebuie să fie în același cadru de citire care codifică proteina normală (Revizuit din J Lykke-Andersen și colab , Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) ARNm-urile rămân EJC, iar acest ARN suferă o degradare imediată Astfel, prima rundă de translație permite celulei să testeze adecvarea fiecărei molecule de ARNm la ieșirea din nucleu Controlul mediat de prostii poate fi deosebit de important în evoluție, permițând celulelor eucariote să adopte mai ușor noi gene generate de rearanjamentele ADN-ului, mutații sau modele alternative de splicing, fiind capabile să selecteze pentru traducere doar acele molecule de ARNm care pot produce lungimea completă proteine Dezintegrarea mediată de prostii este, de asemenea, importantă în celulele sistemului imunitar în curs de dezvoltare, unde au loc rearanjamente extinse de ADN (vezi Figura ), ducând adesea la codoni stop prematur Sistemul de supraveghere asigură că moleculele de ARNm produse din astfel de gene rearanjate sunt degradate, evitând astfel potențialele efecte toxice ale proteinelor trunchiate În cele din urmă, controlul mediat de prostii joacă un rol important în atenuarea simptomelor multor boli ereditare umane După cum știm, ereditar De la ARN la proteina bolile sunt de obicei cauzate de mutații care perturbă funcția unei proteine cheie, cum ar fi hemoglobina sau unul dintre factorii de coagulare a sângelui Aproximativ o treime din toate tulburările genetice la oameni se datorează unei mutații sau mutații nonsens (cum ar fi mutațiile frameshift sau splice) care plasează mutația nonsens în cadrul de citire al genei La indivizii care poartă un mutant și o genă activă funcțional, dezintegrarea mediată de nonsens elimină ARNm aberante și previne astfel sinteza proteinelor potențial toxice Fără o astfel de plasă de siguranță, persoanele cu o "genă patologică" activă funcțional și o "genă patologică" mutantă ar avea, după toate probabilitățile, simptome mult mai pronunțate ale bolii Am aflat mai devreme în acest capitol că bacteriile nu efectuează procesare complexă a ARNm; procesarea eucariotă și această translație începe adesea înainte ca sinteza moleculei de ARN să fie completă Cu toate acestea, bacteriile au și mecanisme de "verificare a calității" concepute pentru a decide soarta ulterioară a moleculelor de ARNm incomplet sintetizate și trunchiate Când ribozomul bacterian ajunge la capătul ARN-ului incomplet, acesta se blochează și nu eliberează ARN-ul Eliberarea vine sub forma unui ARN specializat (numit ARNtm) care intră în situsul A al ribozomului și se auto-traduce pentru a elibera ribozomul O etichetă specială de aminoacizi (etichetă) atașată în acest fel la capătul C-terminal al proteinei trunchiate semnalează proeaselor că întreaga proteină ar trebui degradată ( ) Orez , Eliberarea unui ribozom bacterian prins pe o moleculă incompletă de ARNm ARNtm prezentat este un ARN de de nucleotide cu funcții atât de ARNt, cât și de ARNm, de unde și numele Acesta poartă alanină și poate intra în situsul A liber al unui ribozom blocat pentru a adăuga acea alanină la lanțul polipeptidic, mimând ARNt, deși nu există niciun codon care să orchestreze acest pas Ribozomul traduce apoi încă codoni de ARNtm, completând eticheta de aminoacizi cu membri de pe proteină Proteazele recunosc această etichetă și degradează întreaga proteină Deși exemplul prezentat în figură este preluat din lumea bacteriilor, și eucariotele pot recurge la o strategie similară ' tmPHK se aruncă P rupt ribozomul H N sa blocat pe ARNm deteriorat proteina nu s-a pliat și s-a degradat alungirea se reia folosind codoni ARNtm H N- "etichetă" incompletă a proteinei cu aminoacizi (etichetă) Partea Mecanisme genetice de bază plierea lanțului polipeptidic și legarea cofactorilor (interacțiuni non-covalente) Procesul de exprimare a genelor nu se termină cu momentul în care codul genetic este folosit pentru a crea secvența de aminoacizi care alcătuiesc proteina Pentru a fi util pentru celulă, un nou lanț polipeptidic trebuie să se plieze în conformația sa tridimensională unică, să se lege de molecule mici care acționează ca cofactori și sunt esențiali pentru activitatea sa, să fie modificat corespunzător de protein kinaze sau de alte enzime modificatoare de proteine și în cele din urmă să fie asamblate corespunzător cu alte subunități proteice, împreună cu care funcționează ( ) Informațiile necesare pentru toate etapele de mai sus sunt în cele din urmă conținute în secvența de aminoacizi legați împreună pe care ribozomul o produce atunci când traduce o moleculă de ARNm într-un lanț polipeptidic După cum sa discutat în capitolul , atunci când un lanț polipeptidic se pliază într-o structură compactă, majoritatea reziduurilor hidrofobe sunt în interior În plus, se formează un număr mare de interacțiuni necovalente între diferite părți ale moleculei Totalitatea tuturor acestor interacțiuni favorabile energetic este cea care determină modelul final al lanțului polipeptidic pliat - aceasta este conformația cu cea mai scăzută energie liberă (vezi Secțiunea ) De-a lungul multor milioane de ani de evoluție, secvența de aminoacizi a fiecărei proteine a fost selectată nu numai pentru conformația pe care o adoptă, ci și pentru capacitatea sa de a face acest lucru rapid Pentru unele proteine, plierea începe imediat, de îndată ce proteina părăsește ribozomul, de la capătul său N-terminal În astfel de cazuri, ca fiecare proteină următoare Orez , Etapele creării unei proteine active funcțional După cum se arată în diagramă, traducerea unei secvențe de ARNm într-o secvență de aminoacizi pe ribozom nu completează în niciun caz procesul de formare a proteinei Pentru a-și îndeplini funcția, lanțul polipeptidic finalizat trebuie să își asume conformația tridimensională corectă, să lege toți cofactorii necesari și să se asambla cu partenerii săi proteici (dacă există) Aceste modificări se bazează pe formarea de interacțiuni non-covalente După cum se poate vedea în diagramă, multe proteine necesită, de asemenea, modificări covalente ale aminoacizilor individuali Deși cele mai comune modificări sunt glicozilarea și fosforilarea proteinelor, sunt cunoscute mai mult de de tipuri diferite de modificări covalente (vezi, de exemplu, Fig ) Acest proces se numește "pliere co-translațională" - Aprox ed modificare covalentă: glicozilare, fosforilare, acetilare etc legarea de alte subunități proteice proteine mature funcțional De la ARN la proteina domeniul iese din ribozom, în câteva secunde formează o structură compactă care conține majoritatea elementelor finale ale structurii secundare (a-helices și p-sheets) aliniate într-o conformație apropiată de regulată ( ) Pentru multe domenii proteice, aceasta este neobișnuit de dinamică iar starea plastică, numită globul topit, servește ca punct de plecare pentru un proces relativ lent în timpul căruia apar multe modificări în conformația catenelor laterale, în urma căruia se formează în cele din urmă structura terțiară corectă Sinteza unei proteine de dimensiuni medii durează câteva minute, iar pentru unele proteine, cea mai mare parte a procesului de pliere este finalizată până în momentul în care ribozomul eliberează capătul C-terminal al proteinei ( ) A) b) Orez , Structura globului topit, o) Sub forma unui glob topit, citocromul b este mai deschis și mai puțin ordonat decât în forma final pliată prezentată în vedere b Rețineți că globulul topit conține cea mai mare parte a structurii secundare a formei finale, deși capetele elicelor a nu sunt încă ondulate și unul dintre elice este format doar parțial (Imagini prin amabilitatea lui Joshua Wand, publicate în Y Feng et al , Nat Struct Biol : - , Cu permisiunea generoasă de la Macmillan Publishers Ltd ) Nu toate proteinele încep să se plieze în timpul sintezei lor În schimb, ei sunt întâlniți la ieșirea din ribozom de proteine "cu scop special", o clasă de proteine numite chaperoni moleculari Celulele au nevoie de chaperone moleculare deoarece există multe căi diferite care pot fi alese pentru a converti o proteină desfăcută sau parțial pliată în conformația sa finală compactă În multe proteine, unii dintre intermediarii produși în timpul sintezei sunt Partea Mecanisme genetice de bază lanț polipeptidic în creștere domeniul N-terminal pliat \ domeniul C-terminal pliabil ARNm ribozom plierea proteinelor este finalizată după ce este eliberată din ribozom Orez , Plierea proteinelor co-translaționale Figura arată cum lanțul polipeptidic în creștere capătă structuri secundare și terțiare pe măsură ce iese din ribozom Domeniul N-terminal se pliază primul, în timp ce domeniul C-terminal este încă în curs de sintetizare Până când această proteină este eliberată din ribozom, nu își asumă conformația finală (Adaptat cu modificări de la A N Federov și T O Baldwin, J Biol Chem : - , ) s-ar fi agregat și ar fi fost considerat de celulă drept "deșeuri de producție" dacă însoțitorul ( ) nu ar fi intervenit acolo Multe chaperone moleculare sunt numite proteine de șoc termic (denumite Hsp/proteine de șoc termic) deoarece sinteza lor crește dramatic după ce celulele sunt supuse unei scurte expuneri la temperaturi ridicate (de exemplu, ° C pentru celulele care trăiesc în mod normal la ° C) Aceasta reflectă acțiunea unui sistem de feedback care răspunde la o creștere a numărului de proteine pliate greșit (cum ar fi cele produse la temperaturi ridicate) prin creșterea sintezei de chaperone care ajută aceste proteine să se plieze din nou și deja așa cum ar trebui Există mai multe familii majore de chaperone moleculare eucariote, inclusiv proteinele Hsp și Hsp Membrii diferitelor familii acționează în organele diferite Deci, așa cum va fi discutat în capitolul , mitocondriile conțin propriile molecule Hsp și Hsp , care sunt diferite de cele găsite în citosol; iar un Hsp special (numit BIP) ajută la plierea proteinelor în reticulul endoplasmatic Toate proteinele din familiile Hsp și Hsp lucrează cu propriile lor seturi mici de proteine pentru a ajuta alte proteine să se plieze Toate proteinele Hsp au o afinitate pentru regiunile hidrofobe expuse ale proteinelor incomplet pliate și hidrolizează ATP, legând rapid și eliberând proteina substrat cu fiecare ciclu de hidroliză a ATP În alte privințe, proteinele Hsp de pe diferite cipuri funcționează diferit Mașina de proteine Hsp acționează devreme în formarea multor proteine prin legarea la un lanț de aproximativ șapte aminoacizi hidrofobi înainte ca proteina să părăsească ribozomul ( ) Pe dimpotrivă, proteinele asemănătoare SPbO formează o structură mare în formă de butoi, De la ARN la proteina RULARE PE CALEA SETAT RULARE CALEA EXTERIOARĂ CAZURI IREVERSIBILE globul topit calea proteazei dreapta | proteină pliată Orez , Vedere modernă a plierii proteinelor Fiecare domeniu al unei proteine nou sintetizate ajunge rapid la o stare de "globul topit" Plierea ulterioară este mai lentă și urmează mai multe căi, implicând adesea însoțitori moleculari Unele molecule încă nu reușesc să se plieze corespunzător; după cum se explică în text, anumite proteaze recunosc astfel de molecule și le supun degradării care acționează după sintetizarea completă a proteinei Acest tip de chaperonă, uneori numită chaperonină, formează o "camera de izolare" în care sunt livrate proteinele pliate greșit, pe care le împiedică agregarea și le oferă un mediu favorabil în care au posibilitatea de a se corecta și de a lua forma dorită ( ) Însoțitorii prezentati în Fig și , este adesea necesar să se efectueze multe cicluri de hidroliză ATP pentru a obține plierea corectă a următoarei catene polipeptidice În timp ce o parte din această energie este folosită pentru a efectua lucrări mecanice, este probabil să se folosească mult mai mult pentru a se asigura că proteina se pliază corect la sfârșitul procesului Așa cum am văzut în exemplele de transcriere, îmbinare și traducere, energia liberă consumată poate fi folosită de celule pentru a îmbunătăți acuratețea procesului biologic În cazul plierii proteinelor, hidroliza ATP permite Partea Mecanisme genetice de bază aparat însoţitor Hsp ribozom proteină pliată greșit Orez , Familia Hsp de chaperone moleculare Aceste proteine acționează devreme prin recunoașterea unei scurte întinderi de aminoacizi hidrofobi la suprafața proteinei Asistate de un număr de proteine Hsp mai mici (neprezentate), moleculele Hsp legate de ATP captează proteina lor țintă și apoi hidrolizează ATP la ADP, suferind o schimbare conformațională care face ca moleculele Hsp să se lege și mai strâns de țintă După ce Hsp este eliberată, relegarea rapidă a ATP induce disocierea proteinei Hsp după eliberarea ADP De fapt, ciclurile repetate de legare și eliberare a proteinei Hsp ajută proteina țintă să se replieze (replieze), așa cum se arată schematic în Fig , însoțitori să recunoască o gamă largă de structuri pliate greșit, să oprească plierea lor ulterioară și să reia plierea proteinelor - deja pe drumul cel bun Deși discuția noastră s-a concentrat doar pe două tipuri de însoțitori, celula are multe altele Varietatea uriașă de proteine din celule, după cum s-ar putea crede, necesită prezența și un repertoriu larg de însoțitori cu multe posibilități planificate de control și corecție Dacă aminoacizii radioactivi sunt introduși în celule pentru o perioadă scurtă de timp, atunci se poate observa că proteinele nou sintetizate se maturizează până la forma lor funcțională finală Experimentele de acest fel arată că proteinele Hsp își încep acțiunea mai întâi: atunci când proteina este încă în curs de sintetizare pe ribozom; și proteinele asemănătoare HspbO vin la bord mai târziu și ajută la plierea proteinelor deja finalizate Dar cum face celula să distingă între proteinele pliate greșit, care necesită cicluri suplimentare de repliere catalizată de ATP și proteinele cu structurile corecte? Înainte de a răspunde la această întrebare, trebuie să ne oprim pentru a lua în considerare soarta post-translațională a proteinelor dintr-o perspectivă mai largă De obicei, dacă o întindere extinsă de aminoacizi hidrofobi este expusă pe suprafața proteinei, atunci acest lucru nu este normal: proteina fie nu s-a putut plia corect după părăsirea ribozomului, fie ca urmare a unor evenimente s-a desfășurat parțial mai târziu, sau nu a reușit să-și găsească subunitatea parteneră într-un complex proteic mai mare O astfel de proteină nu este numai inutilă pentru celulă - poate fi periculoasă Multe proteine cu hidrofobe supraexpuse De la ARN la proteina greșit sau situsuri de legare a proteinelor hidrofobe capac din proteina GroES proteină pliată corespunzător Complexul proteic asemănător HvpO A) Orez , Structura și funcția familiei de chaperone moleculare Hsp , a) Cataliza de repliere a proteinelor Proteina pliată greșit este mai întâi capturată prin interacțiuni hidrofobe de-a lungul unei margini a butoiului Legarea ulterioară a ATP plus capacul proteic crește diametrul marginii butoiului, drept urmare "proteina client" se poate desfășura pentru scurt timp (se desfășoară parțial) În plus, proteina este acum închisă într-un spațiu limitat în care se poate replia Dupa aproximativ secunde are loc hidroliza ATP, slabind complexul Cand urmatoarea molecula de ATP este legata ulterior, proteina, fie pliata sau nu, este indepartata si ciclul se repeta O însoțitoare moleculară de acest tip este cunoscută și sub numele de chaperonină; este desemnat ca HspbO în mitocondrii, TCP în citosolul celulelor de vertebrate și GroEL în bacterii După cum se arată în figură, doar jumătate din butoiul simetric servește un "client" proteic la un moment dat ) Structura GroEL asociată cu capacul său GroES, conform cristalografiei cu raze X Partea exterioară a structurii în formă de butoi este prezentată în stânga, iar o secțiune longitudinală prin centrul acesteia este afișată în dreapta (Imaginea b adaptată după B Bukau și A L Horwich, Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) în cele din urmă poate forma agregate uriașe în celulă Vom vedea că, în cazuri rare, astfel de conglomerate se formează și provoacă boli grave la oameni Cu toate acestea, mecanismele puternice de "verificare a calității" ale proteinei previn de obicei astfel de dezastre Având în vedere acest mediu, nu este surprinzător faptul că celulele au dezvoltat mecanisme sofisticate care recunosc regiunile hidrofobe pe proteine și reduc la minimum daunele acestora Două astfel de mecanisme depind de însoțitorii moleculari tocmai descriși: se leagă de regiunea hidrofobă și încearcă să "repare" (repare) proteina defecte dându-i o altă șansă de a se plia În același timp, prin acoperirea regiunilor hidrofobe, aceste chaperone previn pentru scurt timp formarea agregatelor Proteinele care se pliază foarte repede și corect fără a expune regiunile hidrofobe sunt ocolite de însoțitori Partea Mecanisme genetice de bază proteine nou sintetizate pliat corect, fără asistență trecerea timpului pliat corespunzător cu chaperone moleculare formele proteice incomplet pliate sunt scindate de proteazomi Orez , Procese de monitorizare a calității unei proteine după sinteza acesteia O proteină nou sintetizată uneori se pliază corect și se auto- asambla cu proteinele partenere - caz în care mecanismele de "control al calității" o lasă în pace Proteinele pliate greșit sunt ajutate să se replieze (replieze) de către chaperonii moleculari: mai întâi proteine din familia Hsp și apoi, în unele cazuri, proteine asemănătoare HspO Chaperonele ambelor tipuri își recunosc "clienții" prin regiunea expusă a aminoacizilor hidrofobi de pe suprafaţă Aceste procese de "salvare a proteinelor" concurează cu un alt mecanism care, la recunoașterea unui situs hidrofob expus anormal, marchează proteina pentru distrugerea de către proteazom Acțiunea cumulativă a tuturor acestor procese este necesară pentru a preveni agregarea masivă a proteinelor în celulă, care poate apărea dacă regiunile hidrofobe ale multor proteine se combină nespecific opțiunile de control al calității pe care celula pro duce la proteine nou sintetizate care sunt greu de pliat După cum se arată, atunci când încercările de repliere eșuează, un al treilea mecanism este pus în mișcare - distrugerea completă a proteinei prin proteoliză Calea proteolitică începe cu recunoașterea unei regiuni hidrofobe anormale pe suprafața unei proteine și se termină cu trimiterea întregii proteine la o mașină de degradare, o protează complexă cunoscută sub numele de proteazom După cum va fi descris mai târziu, acest proces depinde de un sistem complex de "marcare" a proteinelor, care îndeplinește și alte funcții foarte importante în celulă, distrugând anumite proteine normale Mașinile proteolitice și însoțitorii concurează pentru dreptul de a reorganiza proteina pliată greșit Dacă o proteină nou sintetizată se pliază rapid, atunci doar o mică parte a acesteia este degradată Dacă proteina se pliază lent, atunci este o țintă ușor vulnerabilă pentru mașina proteolitică pentru o lungă perioadă de timp și, prin urmare, multe dintre moleculele sale sunt distruse înainte ca reziduurile să ajungă la starea pliată adecvată Datorită mutațiilor sau erorilor de transcripție, splicing și traducere a ARN-ului, unele proteine nu se pliază niciodată corect Și este foarte important ca celula să distrugă astfel de proteine potențial periculoase Aparatul care distruge proteinele aberante este reprezentat de proteazom (proteazom) - prezent în celulă în cantități mari ATP-dependent De la ARN la proteina proteaza, care reprezintă aproape % din proteina celulei Prezent în numeroase copii împrăștiate în citosol și nucleu, proteazomul distruge și proteinele aberante ale reticulului endoplasmatic (ER, reticul endoplasmatic) Sistemul de supraveghere țintit ER detectează proteinele care nu reușesc să se plieze sau să se asambleze corect la intrarea în ER și le retrotranslocă înapoi în citosol pentru degradare (discutat mai detaliat în Capitolul ) Proteazomul constă dintr-un cilindru central gol (nucleul al proteazomului) format din numeroase subunități proteice, care sunt asamblate sub forma unui tub cvasicilindric din patru inele heptamerice ( ) niste dintre aceste subunități sunt diverse proteaze ale căror locuri active sunt orientate spre camera interioară a cilindrului Această structură a proteazomului împiedică aceste proteaze foarte eficiente să fie prea zeloase în celulă Fiecare capăt al cilindrului este de obicei asociat cu un complex proteic mare (pachet de col, sau capac), care este un inel proteic de șase subunități prin care proteinele țintă, așa cum spune, trec și intră în nucleul proteazomului, unde acestea suferă degradare ( ) Reacția de filetare condus de hidroliza ATP, desface proteinele țintă pe măsură ce se deplasează prin capac, expunându-le la proteaze care căptușesc miezul proteazomului ( ) Proteine care alcătuiesc structura inelului din capacul proteazomului aparțin unei clase mari de "unfoldase" proteice (unfoldazes, care înseamnă literal "desfășurare"), cunoscute sub numele de proteine AAA Mulți dintre ei funcționează ca hexameri și este posibil ca mecanismul lor de acțiune să fie similar cu desfășurarea ADN-ului dependent de ATP de către helicazele ADN (vezi Figura ) Orez , Proteazom a) Structura în secțiune transversală a cilindrului central S determinată prin difracția cu raze X, cu locurile active de protează indicate prin puncte roșii, b) Proteazom complet în care cilindrul central (galben) este completat cu -caps (albastru) la fiecare capăt Structura capacului determinată a) prin prelucrare computerizată imagini obținute cu un microscop electronic Complexul capac (numit și particulă de reglementare) leagă selectiv proteinele care sunt marcate cu ubiquitină, o etichetă pentru distrugere; proteazomul folosește apoi hidroliza ATP pentru a desfășura lanțul polipeptidic al acestor proteine și le trece printr-un canal îngust (vezi Fig ) în camera interioară a cilindrului S pentru digestia în peptide scurte (Imagine adaptată de la W Baumeister și colab , Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) Partea Mecanisme genetice de bază cilindru central (proteaza) proteină țintă cu lanț poliubiquitinic atașat centre active capac Orez , Scindarea procesivă a proteinelor de către proteazom Capacul proteazomului recunoaște proteina substrat, în acest caz marcată cu un lanț de poliubiquitină (vezi Fig ), și ulterior o mută în nucleul proteazomului (miez), unde este scindată Într-un stadiu incipient, ubiquitina este scindată din substratul proteic și reciclată Translocarea în miezul proteazomului este mediată de un inel de proteine dependente de ATP care desfășoară substratul proteic pe măsură ce este "tras" prin inel și mai departe în miezul proteazomului (vezi Fig ) (Adaptat după S Prakash și A Matouschek, Trends Biochem Sci : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) Cea mai importantă proprietate a proteazomului (și unul dintre motivele complexității structurii sale) este progresivitatea mecanismului său: spre deosebire de proteaza "simple", care scindează lanțul polipeptidic substrat o singură dată înainte de detașare, proteazomul păstrează substratul s-a legat până când este complet rupt în peptide scurte Capsele acționează ca clapete reglabile la intrarea în camera proteolitică internă și sunt responsabile pentru legarea proteinei substratului țintă la proteazom Cu puține excepții, proteazomii acționează asupra proteinelor care sunt marcate în mod specific pentru distrugere: sunt atașați covalent la "mărci de identificare" (etichete) formate dintr-o proteină mică numită ubiquitin ( , a ) Ubiquitina se găsește în celule sau în liber forma sau legată covalent la oricare dintre multele proteine intracelulare diferite Pentru multe proteine, marcarea cu ubiquitină duce la distrugerea lor în proteazom Cu toate acestea, în alte cazuri, etichetarea cu ubiquitin are un sens complet diferit În cele din urmă, numărul de molecule de ubiquitină atașate și modul în care acestea sunt conectate între ele determină modul în care celula interpretează un astfel de mesaj de ubiquitină ( ) În paragrafele următoare, noi Să ne concentrăm asupra rolului ubiquitinării în degradarea proteinelor Prepararea ubiquitinei pentru conjugarea cu alte proteine este efectuată de enzima de activare a ubiquitinei dependentă de ATP (E ) - creează o ubiquitină activată legată de E , care este ulterior transferată la una dintre De la ARN la proteina Orez , Proteina hexamerică unfoldază ("raz-vertaza") a) Structura este formată din șase subunități, fiecare aparținând familiei de proteine AAA b) Model al acțiunii proteinei AAA ca unfoldază dependentă de ATP Forma legată de ATP a inelului hexameric al proteinelor AAA leagă proteina substrat pliată, care este "condamnată" la desfășurare (și distrugere ulterioară), deoarece are o etichetă de identificare - cum ar fi un lanț de poliubiquitină (vezi mai jos) sau o peptidă atașat pentru semnele proteinelor incomplet sintetizate (vezi Fig ) Schimbarea conformațională, care are loc ireversibil datorită hidrolizei ATP, atrage substratul în miezul central (miez) și strânge structura inelului În acest moment, proteina de substrat atrasă acolo se poate desface parțial și poate intra adânc în por sau să-și mențină structura și să se separe Substraturile proteice foarte stabile pot necesita sute de cicluri de hidroliză și disociere ATP înainte de a fi atrase cu succes în inelul AAA Odată desfășurată în sfârșit, proteina substrat se mișcă relativ rapid prin por datorită ciclurilor succesive de hidroliză a ATP (Imaginea a este de la X Zhang și colab , Mol Cell : - , , și AN Lupasand J Martin, Curr Opin Struct Biol : - , ; Schema este de la RT Sauer și colab , Cell : - , Toate prin amabilitatea lui Elsevier ) b) proteina substrat pliat hexameric c proteina AAA etichetă (etichetă) legarea substratului substratul este adesea eliberat hidroliza ATP determină o structură de modificare conformațională sub forma unui inel constrâns care "pune" substratul translocare care se produce rar si denaturare Partea Mecanisme genetice de bază A) Miez globular hidrofob NH Punct de atașare HOOS la lanțurile laterale ale resturilor de lizină din proteine b) ubiquitina E SH enzimă de activare a ubiquitinei rr E -SC=O E -SC=O legare cu ubiquitin ligaza c) gruparea e-amino a catenei laterale de lizină ubiquitin ligaza activată prin adăugarea de ubiquitină NH \ E semnal pentru degradarea proteinei țintă proteină țintă asociată cu ubiquitin ligaza prima moleculă de ubiquitină atașată la proteina țintă proteina tinta E cu poliubiquitină lanţ Orez , Ubiquitina și marcarea proteinelor cu lanțuri de poliubiquitină, a) Structura tridimensională a ubiquitinei; această proteină relativ mică conține de aminoacizi ) Capătul C-terminal al ubiquitinei este activat inițial prin atașarea la lanțul lateral de cisteină a proteinei E printr-o legătură tioeter de înaltă energie Această reacție necesită ATP și trece prin intermediarul covalent AMP-ubiquitin Apoi a activat ubiquitina legată de E cunoscută și sub denumirea de enzimă de activare a ubiquitinei, este transferată la cisteine de un număr de molecule E Aceste molecule E există ca complexe cu familia și mai mare de molecule E c) Atașarea lanțului de poliubiquitină la proteina țintă Există câteva sute de complexe E -E diferite în celula de mamifer, dintre care multe recunosc un semnal specific de degradare pe proteinele țintă prin intermediul componentului E Moleculele E se numesc enzime de conjugare a ubiquitinei Enzimele E au fost denumite în mod tradițional ligaze de ubiquitin, dar este mai corect să lăsăm acest nume în spatele complecșilor E -E activi funcțional Structura detaliată a unui astfel de complex este prezentată în Fig , De la ARN la proteina mono- UBIQUITINAREA MULTI- UBIQUITINAREA POLIUBIQUITINARE reglarea histonelor degradare în proteazomi Orez , Etichetarea proteinelor cu ubiquitină Fiecare dintre schemele de modificare prezentate poate avea o anumită valoare pentru celulă Ambele tipuri de poliubiquitinare diferă în modul în care moleculele de ubiquitină sunt conectate între ele Legătura prin Lys înseamnă degradare în proteazom, în timp ce legarea prin Lys are alte semnificații Etichetele ubiquitinei sunt "citite" de proteine care recunosc în mod specific fiecare tip de modificare un set de enzime care conjugă ubiquitină (E ) (Fig , b) Enzimele E acţionează într-un singur pachet cu proteine suplimentare (E ) În complexul E -E , numit ubiquitin ligază, componenta E se leagă de semnale specifice de degradare, numite degroni, în substraturile proteice, ajutând enzima E să formeze un lanț de poliubiquitină legat de lizina proteinei substrat Într-un astfel de lanț, restul C-terminal al fiecărei ubiquitină este legat de o lizină specifică prin molecula anterioară de ubiquitină (vezi Fig ), rezultând un lanț liniar de conjugați ubiquitină-ubiquitină (Fig c) Acest lanț de poliubiquitină de pe proteina țintă este recunoscut de un receptor specific din proteazom La mamifere, există aproximativ de enzime E similare structural, dar diferite și sute de proteine E diferite care formează complexe cu anumite enzime E Astfel, sistemul ubiquitină-proteazom constă din multe căi proteolitice diferite, dar organizate similar, componentele lor comune fiind atât enzima E de la "apex" cât și proteazomul de la "bază"; se deosebesc prin compoziția ligazelor lor de ubiquitină E -E și într-un set de factori suplimentari Diferitele ligaze de ubiquitină recunosc diferite semnale de degradare și, prin urmare, sunt vizate spre distrugerea diferitelor subpopulații de proteine intracelulare Proteinele denaturate sau altfel pliate greșit, precum și proteinele care conțin aminoacizi oxidați sau altfel anormali, sunt recunoscute și degradate, deoarece suprafața proteinelor aberante prezintă de obicei secvențe de aminoacizi sau motive conformaționale care sunt recunoscute de moleculele "E din sistemul ubiquitină-proteazom ca semnale de degradare; în variantele normale ale acestor proteine, astfel de secvențe trebuie, desigur, să fie îngropate adânc și, prin urmare, nu vor fi disponibile Cu toate acestea, mașinile de proteoliză care recunosc și distrug proteinele anormale trebuie să fie capabile să facă distincția între proteinele complete Partea Mecanisme genetice de bază ki care au conformații "greșite", de la numeroase polipeptide care cresc pe ribozomi (precum și polipeptide care tocmai au apărut cu ribozomi) care nu au avut încă timp să adopte conformația pliată adecvată Aceasta nu este o sarcină banală; se crede că sistemul ubiquitină-proteazom distruge multe dintre moleculele de proteine în creștere și nou formate, nu pentru că aceste proteine sunt greșite ca atare, ci pentru că poartă semnale de degradare pentru o perioadă scurtă de timp care vor fi ascunse în starea lor matură (prăbușită) Multe proteine sunt sub controlul unor mecanisme de degradare controlate Așa cum tocmai am descris, una dintre funcțiile mecanismelor proteolitice intracelulare este de a recunoaște și distruge proteinele pliate greșit sau altfel anormale O altă misiune este încredințată mecanismelor proteolitice ale celulei - de a dota anumite proteine normale cu durate de viață scurte, ale căror concentrații trebuie să se modifice rapid în funcție de modificările stării celulei Unele dintre aceste proteine cu viață scurtă sunt întotdeauna supuse unei degradări rapide, în timp ce multe altele sunt de scurtă durată condiționat, adică în anumite condiții sunt stabile din punct de vedere metabolic, dar devin instabile atunci când starea celulei se schimbă De exemplu, ciclinele mitotice sunt de lungă durată pe tot parcursul ciclului celular până când sunt degradate brusc la sfârșitul mitozei, ceea ce va fi explicat în capitolul Cum este controlată această degradare controlată a proteinelor? Mai multe mecanisme sunt ilustrate folosind exemple specifice care vor apărea mai târziu în această carte Conform unuia dintre mecanismele principale (Fig , a), activitatea ubiquitin ligazei este intensificată fie prin fosforilarea lui E , fie printr-o tranziție alosterică a proteinei E , cauzată de legarea unei anumite molecule mici sau mari de aceasta De exemplu, complexul de promovare a anafazei (APC) este o ubiquitin ligază cu mai multe subunități care este activată prin atașarea subunității sincronizate cu ciclul celular în timpul mitozei După aceea, APC activat determină degradarea ciclinelor mitotice și a altor regulatori ai tranziției de la metafază la anafază (vezi Fig ) În schimb, ca răspuns la semnalele intracelulare sau de mediu, în unele proteine se poate forma un semnal de degradare și poate provoca ubiquitinarea rapidă și distrugerea acesteia de către proteazom O modalitate obișnuită de a crea un astfel de semnal este fosforilarea unei anumite regiuni a proteinei, determinând ca un semnal de degradare ascuns în mod normal să devină vizibil O altă modalitate de a demasca un astfel de semnal este să acționezi prin disocierea controlată a subunităților proteice În cele din urmă, semnale puternice pentru degradare pot fi create prin scindarea unei singure legături peptidice, cu condiția ca o astfel de scindare să creeze un nou capăt N-terminal, care este recunoscut de o proteină specială E ca un reziduu N-terminal "destabilizator" (Fig b) Semnalul pentru degradarea tipului N-terminal apare din cauza "regula N-terminală", care leagă durata de viață a proteinei in vivo de natura reziduului său N-terminal Conform regulii N-terminal, drojdia S cerevisiae are reziduuri destabilizatoare (Arg, Lys, His, Phe, Leu, Tyr, Trp, Ile, Asp, Glu, Asn și Gin) din de țări De la ARN la proteina a) ACTIVAREA UBIQUITIN LIGAZĂ fosforilarea protein kinazei tranziție alosterică cauzată de legarea ligandului tranziție alosterică cauzată de atașarea unei subunități proteice b) ACTIVAREA SEMNALULUI LA DEGRADARE fosforilarea protein kinazei disocierea proteinelor dezvăluie semnal de degradare formarea unui capăt N-terminal destabilizator Orez , Două moduri principale de a induce degradarea unei anumite proteine, a) Activarea unei molecule specifice E creează o nouă ubiquitin ligază b) Formarea unui semnal de degradare expus într-o proteină care este destinată degradării O ubiquitin ligază se leagă de acest semnal, rezultând atașarea unui lanț de poliubiquitină la o lizină din apropiere de pe proteina țintă Toate cele șase căi prezentate sunt cunoscute a fi utilizate de celule pentru a se asigura că proteinele selectate intră în proteazom darny aminoacizi Reziduurile N-terminale destabilizatoare sunt recunoscute de o ubiquitin ligază specifică, care rămâne conservată de la drojdie la om După cum am văzut, toate proteinele sunt inițial sintetizate cu metionina (sau formilmetionina în bacterii) ca reziduu N-terminal, care, după regula N-terminal, este reziduul stabilizator Proteaze speciale numite Partea Mecanisme genetice de bază Aminopeptidazele metionină elimină adesea prima metionină a proteinei nou sintetizate, dar fac acest lucru numai dacă al doilea reziduu se stabilizează și el - conform regulii N-terminal Prin urmare, inițial nu a fost clar cum se formează in vivo substraturile care se supun regulii N-terminale Cu toate acestea, acum se știe că astfel de substraturi se formează sub acțiunea proteazelor specifice locului De exemplu, o subunitate de cohesină, complexul proteic care ține împreună cromatidele surori, este scindată de o protează foarte specifică în timpul tranziției de la metafază la anafază Acest clivaj reglat de ciclul celular permite cromatidelor surori să se separe și duce la finalizarea mitozei (vezi Figura ) Fragmentul C-terminal al subunității clivate poartă o arginină N-terminală, un reziduu destabilizator conform regulii N-terminal Celulele mutante care eșuează calea N-terminală arată o creștere semnificativă a pierderii cromozomilor, probabil din cauza incapacității de a degrada acest fragment al subunității cohesinei, care împiedică formarea de noi complexe de coezină legate de cromatidă în următorul ciclu celular Proteinele pliate greșit se pot agrega și provoacă procese distructive la o persoană Multe boli moștenite umane - de exemplu, anemia secerată (vezi Secțiunea ) și deficitul de alfa- antitripsină (o afecțiune care duce adesea la boli hepatice și emfizem) - sunt cauzate de proteinele mutante care scapă de controalele de calitate ale celulei, nu nu se pliază corespunzător și formează agregate Prin absorbția celor mai importante macromolecule, astfel de agregate pot deteriora grav celula și chiar pot provoca moartea acesteia Adesea, moștenirea unei alele mutante a unei gene poate provoca boală, deoarece o copie normală a acestei gene nu poate proteja celula de acțiunea distructivă a agregatelor proteice La indivizii sănătoși, scăderea treptată a sistemelor de verificare a calității proteinelor celulare poate provoca, de asemenea, boli, cauzate de formarea de agregate de către proteinele normale (Fig ) În unele cazuri, agregatele proteice ies din celulele moarte și se acumulează în matricea extracelulară care înconjoară toate celulele tisulare, iar în cazuri extreme pot chiar deteriora țesutul Deoarece creierul este alcătuit dintr-un sistem foarte organizat de celule nervoase, este deosebit de vulnerabil Prin urmare, nu este surprinzător faptul că agregatele proteice cauzează în primul rând boli neurodegenerative Cele mai izbitoare exemple în acest sens sunt boala Huntington și boala Alzheimer - aceasta din urmă este cauza demenței senile la peste de milioane de oameni din lume în prezent Pentru ca un agregat proteic de un tip sau altul să trăiască, să crească și să dăuneze organismului, acesta trebuie să fie foarte rezistent la proteoliză atât în interiorul celulei, cât și în afara acesteia Multe dintre agregatele proteice care duc la boli umane formează fibrile construite dintr-o serie de lanțuri polipeptidice care sunt stivuite în straturi unul peste altul [ -foi Această așa-numită structură "cross-beta", sau filament "cross-beta" (filament cross-beta) (Fig , c) - o structură care este deosebit de rezistentă la proteoliză - se găsește în multe tulburări neurologice cauzate de proteine se agregează și formează plăci distincte cunoscute sub numele de amiloid De la ARN la proteina a) o modificare foarte rară a conformaţiei b) caracterul infectios al raspandirii placilor de amiloid amiloid c) d) nm Orez , Agregate de proteine care cauzează boli umane a) Reprezentarea schematică a unei modificări conformaționale într-o proteină care creează material pentru formarea unui filament "beta încrucișat" b) Schemă care ilustrează caracterul autoinfectant al filamentului "cross-beta" (filament cross-beta) în agregarea proteinelor, care stă la baza bolilor cauzate de prioni PrP (proteina prionică) este destul de neobișnuită, deoarece o variantă greșită a acestei proteine, numită PrP*, face ca proteina PrP normală pe care o contactează să își schimbe conformația, așa cum se arată în diagramă Majoritatea bolilor umane cauzate de agregatele proteice se datorează supraproducției unei proteine mutante, care este în mod special predispusă la agregare, dar agregatul proteic nu se poate răspândi de la un animal la altul, c) Modelul cross-beta al filamentului, un tipic rezistent la protează agregat proteic găsit în multe boli neurologice umane Deoarece există interacțiuni ale tipului de legături de hidrogen în foaia între atomii scheletului polipeptidic (vezi Fig ), un număr de proteine diferite pliate greșit pot da o astfel de structură, d) Unul dintre câteva modele posibile pentru transformarea PrP în PrP * - posibilitatea de a transforma două cx -helices în patru -toroane Deși structura proteinei normale a fost determinată cu precizie, structura formei infecțioase nu este încă cunoscută cu certitudine, deoarece agregatele nu permit utilizarea metodelor standard de studiere a structurii (Imaginea c a fost prin amabilitatea lui Louise Serpell și adaptată după M Sunde și colab , J Mol Biol : - , Cu permisiunea generoasă a Academic Press; diagrama d adaptată după S B Prusiner, Trends Biochem Sci : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) Partea Mecanisme genetice de bază O varietate specială de astfel de patologii și-a câștigat o reputație deosebit de proastă Acestea sunt boli cauzate de prioni - boli prionice (boli prionice) Spre deosebire de bolile Huntington și Alzheimer, bolile prionice pot fi transmise de la un organism la altul dacă acel al doilea organism mănâncă un țesut care conține un agregat proteic Un grup de boli numite scrapie la oi, boala Creutzfeld-Jacob (BCJ) la om și encefalopatia spongiformă bovină (ESB) la bovine, sunt cauzate de o formă de proteină agregată greșit numită PrP (proteina prionică) PrP este de obicei localizat pe suprafața exterioară a membranei plasmatice - este deosebit de abundent în neuroni Funcția sa normală nu este cunoscută Cu toate acestea, PrP tinde să se schimbe într-o conformație anormală foarte specifică (vezi Fig a) Această conformație nu formează doar structuri "beta încrucișate" rezistente la protează; este de asemenea "infecțioasă" deoarece transformă moleculele de PrP pliate normal în aceeași formă patologică Această proprietate determină formarea unei bucle de feedback pozitiv în care o formă anormală de PrP, numită PrP * (vezi Fig , b), duce la răspândirea rapidă a unei conformații patologice în creier, de la celulă la celulă, determinând în cele din urmă moartea și animalele și oamenii Ingestia de țesuturi de animale care conțin PgP* poate fi periculoasă, așa cum se evidențiază în Regatul Unit prin rapoartele de transmitere a ESB (denumită în mod obișnuit "boala vacii nebune") de la bovine la oameni Din fericire, în absența PrP* este extrem de dificil să se transforme PrP într-o formă anormală Deși foarte puține proteine au potențialul de a se plia anormal într-o conformație "infecțioasă", iată un exemplu de "moștenire numai de proteine" mistică observată în celulele de drojdie Capacitatea de a studia proteinele infecțioase din drojdie a clarificat o altă caracteristică remarcabilă a prionilor Aceste molecule de proteine pot forma mai multe tipuri diferite de agregate din același lanț polipeptidic Mai mult, fiecare tip de agregat poate fi infecțios, forțând moleculele normale de proteine să adopte o structură anormală de același tip Astfel, din același lanț polipeptidic pot apărea mai multe "tulpini" diferite de particule infecțioase (Fig ) Cum aceeași secvență de aminoacizi poate lua mai multe forme de agregate nu este complet clar; este foarte posibil ca toate agregatele prionice să semene cu structurile "beta încrucișate" (vezi Fig , c), care sunt ținute împreună în principal prin interacțiuni în coloana vertebrală polipeptidică În același timp, lanțurile laterale de aminoacizi pot asuma în mod liber conformații diferite, iar dacă astfel de structuri se autopropagează, se poate explica existența unor tulpini diferite În cele din urmă, deși prionii au fost descoperiți în studiul bolilor pe care le provoacă, ei par să joace și un rol pozitiv în celulă De exemplu, unele specii fungice folosesc transformări prionice pentru a forma diferite tipuri de celule De asemenea, s-a sugerat, deși în mod controversat, că prionii joacă un rol în reținerea amintirilor în organisme multicelulare complexe precum tine și mine De la ARN la proteina amiloid denaturare Orez , Crearea diferitelor tulpini de prioni in vitro În acest experiment, fibrilele de amiloid au fost denaturate și componentele lor renaturate la diferite temperaturi În urma acestui tratament, s-au format trei tipuri diferite de amiloizi, fiecare dintre ele capabil să se autopropagă atunci când se adaugă noi subunități Calea de la ADN la proteine include mulți pași Deci, în acest capitol, am învățat că într-o celulă trebuie să aibă loc multe tipuri diferite de reacții chimice pentru a obține o proteină pliată corespunzător pe baza informațiilor conținute în genă (Fig ) Deci, nivelul final al proteinei pliate corect în celulă depinde de eficiența fiecăruia dintre numeroșii pași În capitolul următor, vom vedea că celulele au capacitatea de a modifica nivelurile de proteine în funcție de nevoile lor În principiu, oricare (sau toate) dintre cele prezentate în Fig , pași pot fi ajustați pentru fiecare proteină în parte După cum vom vedea în capitolul , exemple de reglare sunt cunoscute în toate etapele, de la genă la proteină Cu toate acestea, inițierea transcripției este cel mai comun punct pentru ca celula să regleze expresia tuturor genelor sale Acest lucru are sens, deoarece cel mai eficient mod de a preveni exprimarea unei gene este blocarea primului pas, transcrierea secvenței sale de ADN într-o moleculă de ARN Partea Mecanisme genetice de bază INIȚIEREA TRANSSCRIPȚIEI capac CAPING, ELONGAŢIE, îmbinare Clivaj, poliadenilare și terminare ARNm AAAA I I EXPORT poly-A-tail CU ARNm AAAA DEGRADARE ARNm v INIȚIAREA SINTEZEI DE PROTEINE (TRADUCERE) aaaa I FINALIZAREA SINTEZEI PROTEINELOR EU ȘI PLĂTURA SA și h n UNSD j-► DEGRADAREA PROTEINEI Z h n UNSD Orez , Producția de proteine de către celulele eucariote Nivelul final al fiecărei proteine dintr-o celulă eucariotă depinde de eficacitatea tuturor etapelor prezentate în diagramă Translația secvenței de nucleotide a unei molecule de ARNm într-o proteină are loc în citoplasmă pe un complex mare de ribonucleoproteine numit ribozom Aminoacizii utilizați pentru sinteza proteinelor sunt atașați mai întâi la o familie de molecule de ARNt, fiecare dintre acestea recunoscând Lumea ARN și originea vieții prin interacțiuni complementare între perechi de baze, seturi specifice de tripleți de nucleotide, sau tripleți, în ARNm (codoni) Apoi secvența de nucleotide ARNm este citită de la un capăt la altul în tripleți, conform regulilor codului genetic Pentru a începe traducerea, o mică subunitate a ribozomului se leagă de o moleculă de ARNm la un codon de început (L UG), care este recunoscut de o moleculă de ARNt inițiatoare unică O subunitate mare a ribozomului se atașează de acest complex, completând astfel ansamblul ribozomului, care începe sinteza proteinelor În timpul acestei etape, moleculele de aminoacil-ARNt - fiecare purtând un aminoacid specific - se leagă secvenţial la codonii lor respectivi de pe ARNm, formând perechi de baze complementare între anticodonul de pe ARNt şi codonul de pe ARNm Fiecare aminoacid este adăugat la capătul C-terminal al polipeptidei în creștere în patru etape succesive: legarea aminoacil-ARNt, urmată de formarea unei legături peptidice, care, la rândul său, este însoțită de două acte de translocare a ribozomului Folosind hidroliza GTP, factorii de alungire promovează aceste reacții și măresc precizia selecției aminoacizilor Molecula de ARNm, codon cu codon, se deplasează prin ribozom în direcția ' -> ' până când ajunge la unul dintre cei trei codoni stop Apoi, un factor de terminare se leagă de ribozom, care oprește translația și eliberează polipeptida completată Ribozomii eucariotelor și bacteriilor sunt în relații evolutive strânse, în ciuda diferențelor în numărul și dimensiunea componentelor lor ARNr și proteine Rolul principal în procesul de translație îi revine ARNr, care determină structura generală a ribozomului, formează locuri de legare pentru moleculele de ARNt, potrivește moleculele de ARNt cu codonii de ARNm și formează centrul activ al enzimei peptidil transferază, care leagă covalent aminoacizi unul față de celălalt în timpul traducerii În etapele finale ale sintezei proteinelor, două tipuri diferite de chaperone moleculare ghidează plierea lanțurilor polipeptidice în mod corect Aceste chaperone, cunoscute ca Hsp și Hsp , recunosc regiunile hidrofobe expuse pe proteine și previn agregarea proteinelor care altfel ar concura cu plierea proteinelor nou sintetizate în structuri tridimensionale obișnuite Procesul de pliere a proteinelor trebuie, de asemenea, să concureze cu un mecanism complex de "verificare a calității" care elimină proteinele cu regiuni hidrofobe expuse anormal În acest caz, ubiquitin ligaza atașează covalent ubiquitina de proteina pliată greșit, iar lanțul de poliubiquitină rezultat este recunoscut ca "capacul" proteazomului, care mută întreaga proteină în "utercul" proteazomului pentru degradarea proteolitică a acestuia Un mecanism proteolitic strâns legat, bazat pe semnale specifice de degradare recunoscute de ligazele ubiquitinei, este utilizat pentru a "aloca" durate de viață multor proteine pliate în mod normal Prin aceeași metodă, unele proteine normale sunt eliminate de către celulă ca răspuns la anumite semnale Lumea ARN și originea vieții Deci, am văzut că implementarea informațiilor ereditare necesită mașini neobișnuit de complexe și merge de la ADN la proteine prin Partea Mecanisme genetice de bază punct de transbordare - ARN Un astfel de mecanism prezintă un paradox major: dacă acizii nucleici sunt necesari pentru sinteza proteinelor, iar proteinele sunt necesare, la rândul lor, pentru sinteza acizilor nucleici, atunci cum ar putea chiar să apară un astfel de sistem de componente interdependente? Conform unei ipoteze, a existat o lume ARN pe Pământ înainte de apariția celulelor moderne (Fig ) În acele vremuri îndepărtate, ARN-ul a stocat atât informații genetice, cât și a catalizat reacții chimice în celulele primitive Abia în etapele ulterioare ale evoluției, ADN-ul a devenit materialul genetic, iar proteinele au devenit principalii catalizatori și componente structurale ale celulelor Dacă această viziune este corectă, atunci tranziția de la lumea ARN nu este încă completă; după cum am văzut în acest capitol, ARN-ul încă cataliza mai multe reacții fundamentale în celulele moderne, care pot fi considerate o întoarcere moleculară care ne amintește de lumea care a precedat-o pe a noastră ARN LUME acum miliarde de ani explozie format sistem solar primele celule cu ADN timp prezent primele mamifere Orez , Scala temporală a existenței Universului, sugerând dezvoltarea inițială a sistemelor vii în lumea ARN În această secțiune, prezentăm cititorului câteva dintre argumentele în favoarea ipotezei "lumii ARN" Vom vedea că existența în celulele moderne a câtorva dintre cele mai uimitoare "creaturi" precum ribozomul și mașinile de splicing pre-ARNm poate fi cel mai ușor explicată dacă le considerăm descendenți ai rețelei complexe de interacțiuni mediate de ARN care a dominat metabolismul celulei din "ARN-ul lumii" Vom discuta, de asemenea, despre modul în care ADN-ul ar putea lua locul ARN-ului ca material genetic, cum ar putea apărea codul genetic și cum proteinele ar putea înlocui ARN-ul ca catalizatori și să preia majoritatea a cataliza biochimică pe care o fac în celulele lumii moderne Informația este esențială pentru viață Conform ipotezelor unor oameni de știință, primele molecule "biologice" de pe Pământ s-au format în cursul reacțiilor catalizate de metale care au loc pe suprafețele cristaline ale mineralelor În principiu, un sistem complex de sinteză și descompunere moleculară (metabolism) ar putea exista pe astfel de suprafețe cu mult înainte de apariția primelor celule Deși controversat, mulți oameni de știință cred că a existat o etapă intensă de "evoluție chimică" pe Pământul prebiologic, timp în care moleculele mici care își puteau cataliza propria sinteză au concurat între ele pentru materii prime Cu toate acestea, este nevoie de mult mai mult pentru ca viața să existe După cum sa discutat în capitolul , poate cea mai importantă proprietate a vieții este ereditatea Celula nu trebuie să folosească numai materii prime pentru a crea o rețea de reacții catalizate Lumea ARN și originea vieții trebuie să facă acest lucru conform unui set complex de instrucțiuni codificate în informații ereditare Replicarea acestor informații asigură că metabolismul celular complex poate fi reprodus cu acuratețe O altă trăsătură distinctivă a vieții este variabilitatea genetică, care rezultă din modificările informațiilor ereditare Această variabilitate, determinată de presiunea selecției naturale, stă la baza varietatii incredibile de forme de viață de pe planeta noastră Astfel, pentru ca viața să apară, este nevoie de o modalitate de stocare a informațiilor, de o modalitate de a o duplica, de a o schimba și, în sfârșit, măcar de o modalitate de a converti aceste informații - prin cataliză - în reacții chimice favorabile Dar cum ar putea un astfel de sistem să înceapă să prindă contur? În celulele moderne, cei mai multifuncționali catalizatori sunt reprezentați de polipeptide constând din mulți aminoacizi diferiți cu lanțuri laterale diverse din punct de vedere chimic și, prin urmare, polipeptide capabile să asume o varietate de structuri tridimensionale acoperite cu grupări laterale reactive de aminoacizi Polipeptidele transportă, de asemenea, informații în ordinea unităților lor de aminoacizi Dar nu se cunoaște nicio modalitate prin care o polipeptidă să se poată reproduce, provocând direct formarea alteia cu exact aceeași secvență Polinucleotidele pot îndeplini două funcții: stocarea informațiilor și catalizarea reacțiilor chimice Polinucleotidele au o proprietate care le diferențiază clar de polipeptide: pot direcționa direct formarea de copii ale propriei secvențe Această capacitate se datorează împerecherii de baze complementare a subunităților de nucleotide, care permite unei polinucleotide să servească drept șablon pentru formarea alteia După cum am aflat în acest capitol și în capitolele anterioare ale cărții, aceste mecanisme de complementaritate șablon stau la baza replicării și transcripției ADN-ului în celulele moderne Dar pentru sinteza eficientă a polinucleotidelor, astfel de mecanisme de complementaritate a șablonului necesită catalizatori pentru a activa reacția de polimerizare: fără catalizatori, formarea polimerului este lentă, predispusă la erori și ineficientă Astăzi, polimerizarea dirijată de șablon a nucleotidelor este catalizată activ de enzime pe bază de proteine, cum ar fi polimerazele ADN și ARN Cum ar fi putut fi catalizată o astfel de polimerizare înainte - înainte de existența unor proteine cu specificitatea enzimatică necesară? Răspunsul la această întrebare a apărut odată cu descoperirea în a faptului că moleculele de ARN în sine pot acționa ca catalizatori Am văzut deja în acest capitol, de exemplu, că molecula de ARN catalizează una dintre cele mai importante reacții din celulă, legătura covalentă a aminoacizilor în timpul formării proteinelor Potențialul unic al moleculelor de ARN de a servi atât ca purtător de informații, cât și ca catalizator fundamentează ipoteza existenței unei lumi ARN Astfel, ARN-ul are toate proprietățile necesare unei molecule care ar putea cataliza o varietate de reacții chimice, inclusiv cele care duc la propria sa sinteză (Fig ) Deși sisteme de auto-replicare de molecule de ARN nu au fost găsite în natură, oamenii de știință sunt încrezători că pot fi proiectate în laborator Deşi demonstraţia acestui fapt Partea Mecanisme genetice de bază Orez , O moleculă de ARN capabilă să-și catalizeze propria sinteză Acest proces ipotetic ar necesita atât cataliza producerii unei a doua catene de ARN cu o secvență de nucleotide complementară, cât și utilizarea acestei a doua molecule de ARN ca matriță pentru formarea de mai multe molecule de ARN cu secvența originală "Pocovele" roșii arată locurile active ale unor astfel de enzime ARN ipotetice nu ar fi o dovadă directă că moleculele de ARN autoreplicabile au jucat un rol decisiv în originea vieții pe Pământ, ar arăta cu siguranță că un astfel de scenariu este destul de posibil Este posibil ca lumea ARN să fi precedat lumea pre-ARN Deși ARN-ul pare a fi un material foarte potrivit pentru formarea unui set de bază de catalizatori biochimici cu auto-replicare, încă nu există dovezi că ARN-ul a fost primul tip de moleculă care a jucat acest rol Din punct de vedere pur chimic, este greu de imaginat cât de mult s-ar fi putut forma moleculele de ARN încă de la început, când aveau la dispoziție doar modalități neenzimatice de a atinge acest scop Pentru început, precursorii de ARN, ribonucleotidele, sunt greu de format non-enzimatic Mai mult, formarea ARN necesită ca o serie lungă de legături fosfodiester - ' să fie asamblate în ciuda unui set de reacţii concurente, inclusiv hidroliza, precum şi formarea de legături '- ' şi '- ' Pe baza acestor argumente, s-a sugerat că primele molecule care au avut atât activitate catalitică, cât și capacitatea de a stoca informații ar fi putut fi polimeri care semănau cu ARN-ul, dar erau mai simpli din punct de vedere chimic (Fig ) Nu găsim urme ale acestor compuși în celulele moderne și nici nu am lăsat astfel de compuși și înregistrări în evidența fosilă a vieții Și totuși, relativa simplitate a acestor "polimeri asemănătoare ARN-ului" sugerează că unul dintre ei, și nu ARN-ul în sine, ar putea fi primul biopolimer de pe Pământ capabil atât să stocheze informații, cât și să acționeze catalitic Dacă ipoteza lumii pre-ARN este corectă, atunci trebuie să fi avut loc o tranziție către lumea ARN și poate că acest lucru s-a întâmplat în timpul sintezei ARN folosind unul dintre acești polimeri mai simpli simultan ca șablon și catalizator În timp ce detaliile lumilor pre-ARN și ARN nu vor fi probabil niciodată cunoscute, știm cu siguranță că moleculele de ARN pot cataliza o gamă largă de reacții chimice și acum ne vom referi la proprietățile ARN-ului care fac acest lucru posibil Lumea ARN și originea vieții TNK PNK Orez Structuri de ARN și doi polimeri similari acestuia - purtători de informații În toate cazurile, litera O pe un fond verde indică o bază purinică sau pirimidină Polimerul TNA (acidul nucleic treoză, TNA) conține o unitate de carbohidrați cu atomi de carbon, spre deosebire de riboza cu cinci atomi de carbon din ARN În PNA (acid nucleic peptidic; PNA), coloana vertebrală de riboză fosfat a ARN este înlocuită cu o coloană vertebrală peptidică găsită în proteine La fel ca ARN, TNA și PNA pot forma elice duble prin împerecherea bazelor complementare și, astfel, fiecare dintre acești polimeri ar putea servi, în principiu, ca șablon pentru propria sa sinteză Moleculele de ARN monocatenar se pot plia în structuri foarte complexe După cum am văzut, împerecherea bazelor complementare și alte tipuri de legături de hidrogen pot apărea între nucleotidele din aceeași catenă, determinând plierea moleculei de ARN într-un mod unic determinat de secvența sa de nucleotide (vezi, de exemplu, Fig , și , ) Compararea mai multor structuri de ARN a relevat motive conservate - elemente de structură scurte care sunt utilizate de multe ori ca componente ale structurilor mai mari Pe fig prezintă unele dintre aceste motive de structură secundară a ARN, iar fig oferă câteva exemple întâlnite frecvent de interacțiuni mai complexe și, uneori, de un interval mai lung, cunoscute sub numele de interacțiuni ARN terțiar Partea Mecanisme genetice de bază un singur lanț ' ' ' ' lanț dublu ' ' buclă unică de nucleotide ' ' ' ' ' loopback trinucleotid ' ' ' ' ' ' ' buclă stud ' ' ' ' ' ' buclă interioară simetrică buclă interioară asimetrică conexiune dublă tijă sau suprapunere coaxială conexiune cu trei tulpini conexiune cu patru tulpini Orez Elemente standard ale structurii secundare a ARN-ului Interacțiunile obișnuite, cum ar fi împerecherea de baze complementare, sunt indicate prin "bare transversale" roșii în porțiunile dublu catenare ale ARN ' ' ' ' ' ' pseudonod crampoane de sărutat ' ' ' ' ' ' contact în buclă Orez Exemple de interacțiuni terțiare în ARN Unele dintre aceste interacțiuni pot uni părți îndepărtate ale aceleiași molecule de ARN sau pot uni două molecule de ARN separate între ele Catalizatorii proteici necesită o suprafață cu proprietăți fizice și chimice unice pe care un anumit set de substraturi poate reacționa (rețineți că am discutat acest lucru în capitolul ) În același mod, molecula de ARN, propriu-zis Lumea ARN și originea vieții Orez Ribozima Această moleculă simplă de ARN catalizează scindarea unui al doilea ARN la un loc specific O astfel de ribozimă se găsește încorporată în genomi ARN mai mari - numiti viroizi - care infectează plantele Clivajul care are loc în mod natural la un loc îndepărtat pe aceeași moleculă de ARN care conține ribozima este o etapă în replicarea genomului viroid Deși nu este prezentată în figură, această reacție necesită o moleculă de Mg în locul activ ) ribozimă PERECHIREA ÎNTRE RIBOZIME ȘI BAZELE DE SUBSTRAT DIVIZIUNEA SUBSTRAT ELIBERAREA PRODUSULUI DE REACȚIE nu ARN pliat strâns într-o formă adecvată, poate servi ca enzimă ( ) La fel ca unele proteine, multe dintre aceste ribozime lucrează în detrimentul ionilor metalici conținuți în situsurile lor active Această caracteristică le deschide un orizont mai larg de posibilități catalitice pe fundalul unui repertoriu limitat de grupări chimice ale lanțului polinucleotid Cu toate acestea, se știe că există relativ puțini ARN catalitici în celulele moderne, iar cele mai multe dintre concluziile noastre despre lumea ARN se bazează pe date din experimente de laborator care creează grupuri mari de molecule de ARN cu secvențe de nucleotide aleatorii După aceea, acele molecule rare de ARN care au proprietatea specificată de experimentator ( ) sunt selectate dintre ele și studiate În timpul astfel experimentele au creat molecule de ARN care pot cataliza o gamă largă de reacții biochimice ( ) cu viteze apropiate de cele ale proteinelor Având în vedere aceste rezultate, nu este clar de ce catalizatorii proteici depășesc cu mult ribozimele în celulele moderne Experimentele au arătat că moleculele de ARN pot întâmpina mai multe dificultăți decât proteinele în legarea substraturilor hidrofobe flexibile; în plus, prezența a de tipuri de aminoacizi împotriva a patru tipuri de baze poate înzestra proteinelor cu un număr mare de strategii catalitice Ca și proteinele, moleculele de ARN pot suferi modificări conformaționale, fie ca răspuns la moleculele mici, fie la alte ARN Am văzut mai multe exemple în acest sens în ribozom și spliceosome și vom vedea mai multe în capitolul când vom introduce riboswitch-urile Una dintre cele mai semnificative modificări conformaționale ale ARN a fost observată cu o ribozimă artificială care poate exista în două conformații complet diferite, fiecare având propriul efect catalitic ( ) După Aceasta se referă la ionul Mg + Notă, trad Partea Mecanisme genetice de bază un grup mare de molecule de ADN dublu catenar având secvențe de nucleotide diferite, generate aleator TRANSCRIPȚIA ARN-POLIMERAZEI ȘI PLIEREA MOLECULELOR DE ARN un grup mare de molecule de ARN monocatenar având secvențe de nucleotide diferite, generate aleatoriu ADAUGARE DE DERIVAT ATP ÎN CARE OXIGENUL ESTE ÎNLOCUIT CU SULF numai molecule rare de ARN capabile de autofosforilare includ în lor compozitia sulfului aruncați moleculele de ARN care nu s-au putut lega în coloană O II -R-O eu sg RETENȚIA MOLECULELOR FOSFORILATE PE COLONA CROMATOGRAFICĂ, AL CĂROR SORBENT SE LEAGĂ PUTERNIC GRUPUL SULFURILOR ELUȚIE MOLECULE ÎNFERATE O II -R-O eu SF molecule rare de ARN cu activitate kinazică Orez Selectarea unei ribozime sintetice in vitro Începând cu un număr mare de molecule aleatorii de acid nucleic sintetizate în laborator, se pot izola și studia acele molecule rare de ARN care au o anumită activitate catalitică Deși aici este prezentat un exemplu reprezentativ (ribozima de autofosforilare), variații ale acestei proceduri au fost utilizate pentru a prepara multe dintre ribozimele enumerate în Tabelul În timpul reacției de autofosforilare, ARN-ul este într-o concentrație suficient de diluată pentru a preveni fosforilarea "încrucișată" între moleculele de ARN De fapt, mai multe repetări ale acestei proceduri sunt necesare pentru a selecta molecule de ARN foarte rare cu o activitate catalitică dată Astfel, materialul eluat inițial din coloană este convertit înapoi în ADN, amplificat de mai multe ori (folosind transcriptază inversă și PCR așa cum este explicat în Capitolul ), transcris înapoi în ARN și supus rundelor repetate de selecție (Revizuit din JR Lorsch și JW Szostak, Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) Lumea ARN și originea vieții Tabelul Unele reacții biochimice catalizate de ribozime -EACCLA R BOZ chy formarea legăturii peptidice în timpul sintezei proteinei scindarea ARN, ligarea ARN Scindarea ADN-ului ARN splicing ARN auto-splicing ARN ribozomal, RNaza P, precum și selectat prin selecție in vitro ARN auto-splicing ARN ARN auto-splicing; eventual spliceosome ARN Polimerizarea ARN-ului Fosforilarea ARN-ului și ADN-ului Aminoacilarea ARN-ului Alchilarea ARN-ului formarea legăturii amidice formarea legăturilor glicozidice reacții redox formarea legăturii carbon-carbon formarea legăturii fosfoamidă schimbul legăturii disulfură selectat/l ARN vitro selectat in vitro ARN selectat in vitro ARN selectat in vitro ARN selectat in vitro ARN selectat in vitro ARN selectat in vitro ARN selectat in vitro ARN selectat in vitro ARN selectat in vitro ARN Descoperirea catalizei ARN a arătat clar că ARN-ul este o moleculă extraordinar de multifuncțională și, prin urmare, este destul de rezonabil să vorbim despre existența în trecut a unei lumi ARN cu un nivel foarte ridicat de procese biochimice Structura tridimensională pliată a unei polinucleotide îi afectează stabilitatea, efectele asupra altor molecule și capacitatea sa de a se replica Prin urmare, în orice amestec de polinucleotide cu auto-replicare, unele vor fi deosebit de eficiente Deoarece erorile sunt inevitabile în orice proces de copiere, noi variații de secvență ale acestor polinucleotide vor apărea din când în când Este posibil ca unele efecte catalitice să fi jucat un rol extrem de important în evoluția timpurie a vieții Luați în considerare, în special, o moleculă de ARN care ajută la catalizarea procesului de polimerizare a matricei folosind orice moleculă de ARN ca șablon ( ) O astfel de moleculă, acționând asupra copiilor în sine, se poate autoreplica În același timp, poate promova replicarea altor tipuri de molecule de ARN, "din mediul său imediat" ( ) Dacă unele dintre aceste ARN vecine au acțiuni catalitice care ajută la supraviețuirea ARN-ului într-un alt mod (prin catalizarea producției de ribonucleotide, de exemplu), un set de diferite tipuri de molecule de ARN, fiecare specializată pentru o anumită sarcină, ar putea evolua într-un sistem cooperant care se reproduce cu randament ridicat Cu toate acestea, pentru ca oricare dintre aceste sisteme cooperante să evolueze, moleculele de ARN trebuie să fie prezente împreună într-o cavitate (compartiment) De exemplu, un set de ARN-uri reciproc avantajoase (cum ar fi Partea Mecanisme genetice de bază pliază ligaza HVD pliază Orez O moleculă de ARN care se pliază în două ribozime diferite Acest ARN de de nucleotide, creat în laborator, se poate plia într-o ribozimă care efectuează o reacție de auto-ligatură (stânga) sau o ribozimă care efectuează o reacție de auto-clivare (dreapta) În timpul reacției de ligatură, un '- Se formează legătura fosfodiester și se eliberează pirofosfat Această reacție "reticulă" golul (fond gri) care a fost introdus experimental în molecula de ARN În reacția efectuată de virusul hepatitei D (HVD), ARN-ul este scindat la nivelul aceeași poziție indicată de săgeată Acest clivaj seamănă cu cel care a fost folosit în ciclul de viață HVD (Satelitul Virus al Hepatitei B) - de unde și denumirea pliului Fiecare nucleotidă este reprezentată de un punct colorat, culorile pur și simplu ajută la distingerea între aceste două diferite modele de pliere Structurile pliate ilustrează structurile secundare ale celor două ribozime în care regiunile de împerechere a bazelor sunt indicate prin puncte colorate apropiate Rețineți că pliurile acestor două ribozime nu au elemente de structură secundară (Ano de la E A Schultes și D P Bartel, Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) prezentate în fig ) s-ar putea replica numai dacă toți acești ARN-uri ar rămâne în vecinătatea unui ARN care s-a specializat în polimerizarea șablonului Mai mult, compartimentarea ar deveni o barieră în calea invaziei moleculelor de ARN parazit în sistem Așadar, selecția unui set de molecule de ARN în funcție de capacitatea sistemelor autoreplicabile de a produce un produs sau altul nu putea fi eficientă până când un anumit compartiment s-a născut prin evoluție care le-a închis în sânul său O formă timpurie, brută, de compartimentare poate fi fost pur și simplu adsorbția pe suprafețe sau particule Necesitatea unor tipuri de compartimente mai complicate a fost satisfăcută cu ușurință de o clasă de molecule mici care au proprietatea fizico-chimică simplă a amfifilității, adică constau dintr-o parte hidrofobă (insolubilă în apă) și una hidrofilă (solubilă în apă) parte Când astfel de molecule sunt plasate în apă, ele se agregează în agregate cât mai strâns posibil Lumea ARN și originea vieții Primer ARN^^ ARN- matrice ^ ' ' GAGUc G A A A A A UUGU GCGG \ iii і і і і GACACGCC A aguua' GCUU GC CG GC GC UG"C^U CU A CU A un eu UAGGGG -s AUCCCGGAGCUu \ JJ CCUCGGC A nucleozid trifosfat de intrare ribozimă GG aaaa AG A ) cAAAu A eu ' A С-А-G-А-G-Сч aCCaCGG / UCUAC AAGAGUU' GGrGCC-C u IIIIIIIIIIIA v i V TGіTTіTTTTTT Cu CGGAUGUUCUCAAC \ G I C-GA A I CG ggaggcaaccgcg*u GC * U-A CCUCCGGUGGCGGCgA C-Gz U Orez O ribozimă creată în laborator care poate cataliza sinteza matriță a ARN din trifosfații nucleozidici, a) Schema ribozimei și o etapă a reacției de polimerizare a matricei catalizată de aceasta, b) Secvența de nucleotide a ribozimei cu perechile de baze indicate pe ea Deși această ribozimă nu este deosebit de eficientă (poate sintetiza doar lungimi scurte de ARN), ea adaugă baza corectă, prescrisă de șablon în mai mult de % din timp (Adoptat de la W K Johnston și colab , Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) alăturate între ele cu părțile lor hidrofobe, și expunându-le în apă pe cele hidrofile Moleculele amfifile de forma corespunzătoare se combină spontan în straturi duble, sau bistraturi, creând dând vezicule mici închise (vezicule), al căror conținut de apă este separat de mediul extern ( ) Acest fenomen poate fi demonstrați într-o eprubetă prin simpla amestecare a fosfolipidelor și a apei între ele - în condiții adecvate, se formează bule mici Toate celulele moderne sunt înconjurate Orez O familie de molecule de ARN care își susțin reciproc existența O moleculă este o ribozimă care se reproduc atât pe ea însăși, cât și pe alte molecule de ARN Moleculele rămase catalizează reacțiile minore necesare supraviețuirii unui astfel de sistem cooperant, cum ar fi sinteza ribonucleotidelor pentru a sintetiza ARN sau fosfolipide pentru a împărți spațiul în compartimente Partea Mecanisme genetice de bază Orez Formarea membranei de către fosfolipide Deoarece aceste molecule au capete hidrofile și cozi lipofile, la interfața ulei-apă se aliniază cu capul spre apă și cozile către ulei În apă, se combină pentru a forma vezicule cu două straturi închise, în care cozile lipofile sunt în contact unele cu altele, iar capetele hidrofile sunt expuse apei o membrană plasmatică formată din molecule amfifile - în principal fosfolipide - în această configurație; în capitolul ne vom uita la aceste molecule în detaliu Asamblarea spontană a unui set de molecule amfifile care conțin un amestec autoreplicabil de ARN (sau pre-ARN) și alte molecule ( ), poate să fi format primele celule acoperite cu membrană Deși nu este încă clar în ce moment al evoluției catalizatorilor biologici s-ar fi putut întâmpla acest lucru, iar moleculele de ARN sigilate într-o membrană închisă au început să evolueze serios ca purtători de instrucțiuni genetice: noi variante puteau fi selectate nu numai pe baza structura proprie, dar si asupra efectelor lor la alte molecule din acelasi compartiment Atunci secvențele de nucleotide ale moleculelor de ARN au putut începe să fie exprimate, ca într-o celulă vie integrală Orez Încapsularea ARN-ului cu molecule amfifile simple În aceste experimente, mineralul argilos montmorillonit a fost folosit pentru a aduce ARN-ul și acizii grași împreună, o) S-a descoperit că o particulă de montmorillonit acoperită cu ARN (roșu) este încapsulată într-o veziculă de acid gras (verde) ) ARN-ul (roșu) în soluție a fost înconjurat de acizi grași (verde) Aceste experimente arată că montmorillonitul poate accelera foarte mult formarea spontană a veziculelor din molecule amfifile și poate implica ARN-ul acestora în interior S-a emis ipoteza că, în principiu, astfel de acțiuni ar fi putut duce la apariția primelor celule primitive pe Pământ Lumea ARN și originea vieții Cum a evoluat exact mecanismul sintezei proteinelor? Procesele moleculare care stau la baza sintezei proteinelor în celulele moderne ni se par incredibil de complexe Deși le înțelegem pe majoritatea, ele nu ne oferă o înțelegere conceptuală a modului în care au loc transcripția ADN-ului, repararea ADN-ului și replicarea ADN-ului Este deosebit de greu de imaginat cum a apărut sinteza proteinelor în cursul evoluției, deoarece acum, după cum vedem, este realizată de un sistem complex interconectat de molecule de ARN și proteine; este clar că proteinele nu ar fi putut exista înainte de a fi lansată o versiune timpurie a aparatului translațional Ipoteza lumii ARN este deosebit de atractivă deoarece utilizarea ARN atât pentru stocarea informațiilor, cât și pentru cataliză pare rentabilă și simplă în proiectare Deși atrage mințile care își imaginează imagini colorate din primele zile ale vieții pe Pământ, această teorie nu explică modul în care a apărut sistemul modern de sinteză a proteinelor În timp ce putem doar specula despre originile sintezei moderne de proteine și ale codului genetic, mai multe observații experimentale sugerează scenarii plauzibile În celulele moderne, unele peptide scurte (cum ar fi antibioticele) sunt sintetizate fără ribozom; enzimele peptid sintetaze asambleaza astfel de peptide din aminoacizi, aranjandu-le in secventa corespunzatoare, fara a apela la ajutorul moleculelor de ARNm in dirijarea sintezei Este posibil ca o astfel de versiune primitivă, fără cod, a sintezei proteinelor să fi dezvoltat pentru prima dată în timpul lumii ARN, unde a fost catalizată de moleculele de ARN Această idee nu prezintă dificultăți conceptuale deoarece, așa cum am văzut, în celulele moderne, formarea legăturilor peptidice este catalizată de ARNr De asemenea, știm că ribozimele concepute în laborator pot efectua reacții specifice de aminoacilare; adică sunt capabili să selecteze un aminoacid specific pentru ARNt-ul corespunzător Prin urmare, este foarte posibil ca molecule adaptoare asemănătoare ARNt, fiecare corespunzând unui anumit aminoacid, să fi apărut în lumea ARN, punând bazele codului genetic În principiu, alte molecule de ARN (precursori ai moleculelor de ARNm) ar putea servi ca șabloane brute pentru dirijarea polimerizării non-aleatorie a mai multor aminoacizi diferiți Orice ARN care a ajutat la sinteza unei polipeptide utile ar avea un mare avantaj în lupta evolutivă pentru supraviețuire Ne putem imagina o peptidă ribozimă relativ nespecifică și ltransferaza care, în timp, au crescut și au dobândit capacitatea de a plasa molecule de ARNt încărcate cu aminoacizi precis pe șabloanele de ARN - și în cele din urmă s-au materializat în ribozomul modern De îndată ce sinteza proteinelor a apărut în cursul evoluției, tranziția către o lume guvernată de proteine a devenit posibilă și, în cele din urmă, acestea au preluat majoritatea sarcinilor catalitice și structurale - datorită multifuncționalității mai mari datorită prezenței a , mai degrabă decât subunități diferite în componența sa Deși scenariile tocmai prezentate sunt doar speculative, proprietățile cunoscute ale moleculelor de ARN se potrivesc bine în aceste imagini ipotetice Toate celulele vii folosesc ADN-ul ca material ereditar Dacă argumentele speculative despre evoluție încorporate în ipoteza lumii ARN sunt corecte, atunci primele celule trebuie să fi fost semnificativ diferite de celule Partea Mecanisme genetice de bază pre-ARN ARN-ul ÎNLOCUIEȘTE PRE-ARN ARN proteină ARN ► proteină EVOLUȚIA MOLECULELOR DE ARN CARE POT CONTROLA SINTEZA PROTEINELOR EVOLUȚIA NOILOR ENZIME CARE REPLICA ADN-UL ȘI FAC ARN-UL COPII DIN EL Orez Ipoteza că ARN-ul a precedat ADN-ul și proteinele în timpul evoluției În cele mai timpurii celule, moleculele pre-ARN trebuie să aibă funcții genetice, structurale și catalitice comune, iar ARN-ul a preluat treptat aceste funcții de la ele În celulele moderne, ADN-ul servește ca un depozit pentru căutarea informațiilor genetice, iar proteinele îndeplinesc marea majoritate a funcțiilor catalitice în celule Astăzi, ARN-ul acționează în primul rând ca intermediar în sinteza proteinelor, deși a păstrat cataliza unui număr mic de reacții decisive pe care îl știm astăzi prin faptul că și-au stocat informațiile ereditare mai degrabă în ARN decât în ADN ( ) Dovezi că ARN-ul a evoluat mai întâi și numai apoi ADN-ul pot fi găsite în diferențele chimice dintre cele două Riboza, ca și glucoza și alți carbohidrați simpli, poate fi formată din formaldehidă (HCHO), o substanță chimică simplă care este ușor de realizat în experimente de laborator concepute pentru a imita condițiile de pe un Pământ tânăr Dezoxiriboza de zahăr este mai greu de obținut, iar în celulele moderne se formează din riboză într-o reacție catalizată de o enzimă proteică; iar acest lucru sugerează că riboza precede deoxiriboza în istoria celulară Probabil ADN-ul a apărut mai târziu și sa dovedit imediat mai potrivit decât ARN-ul ca depozit permanent de informații genetice În special, dezoxiriboza din coloana vertebrală zahăr-fosfat face ca molecula de ADN să fie mai stabilă din punct de vedere chimic decât catena de ARN, astfel încât porțiunile mult mai lungi de ADN ar putea rămâne intacte Alte diferențe între ARN și ADN - structura dublu catenară a ADN-ului și utilizarea timinei în loc de uracil - întăresc și mai mult ADN-ul, deoarece fac ca multe dintre defecțiunile inevitabile care apar în moleculă sunt mult mai ușor de reparat, așa cum am discutat în detalii în Capitolul (a se vedea secțiunile și ) Pe baza cunoștințelor noastre despre organismele moderne și moleculele care le alcătuiesc, pare extrem de plauzibil că dezvoltarea mecanismelor complet autocatalitice fundamentale pentru sistemele vii a început odată cu evoluția familiilor de molecule care le-ar putea cataliza propria replicare De-a lungul timpului, o familie de catalizatori ARN "cooperanți", Sarcini probabil a dezvoltat capacitatea de a direcționa sinteza polipeptidelor ADN-ul a fost probabil o adăugare târzie: întrucât acumularea de catalizatori proteici suplimentari a permis celulelor să se dezvolte în sisteme mai eficiente și mai complexe, dubla spirală ADN a înlocuit ARN-ul, fiind o moleculă mai stabilă pentru stocarea cantităților tot mai mari de informații genetice necesare unor astfel de celule Consecințele erorilor în transcripția ADN-ului sunt mai puțin semnificative decât consecințele erorilor în replicarea acestuia Deoarece intronii sunt în mare parte gunoi genetic, nu este nevoie să-i eliminați din transcrierea primară cu mare precizie în timpul îmbinării ARN Împerecherea bazelor libere are loc între prima poziție a codonului și a treia poziție a anticodonului Se crede că enzimele proteice depășesc cu mult ribozimele în celulele moderne, deoarece catalizează reacții mult mai diverse decât ribozimele și fac acest lucru la viteze mult mai rapide În ce direcție ar trebui să se miște ARN polimeraza? pe matrice pentru a produce structurile supercoil descrise pe ea? Ar fi de așteptat superbobine dacă ARN polimeraza s-ar putea roti liber în jurul axei ADN în timp ce se mișcă de-a lungul șablonului? ARN polimeraza + + superbobine pozitive superbobine negative Orez Î Superbobinarea ADN-ului în timpul mișcării ARN polimerazei (la sarcina ) În timpul transcripției, fosfații sunt atașați la CTD (domeniul C-terminal) al ARN polimerazei II Care este rolul, în toate aspectele sale, al fosforilării CTD a ARN polimerazei II? Gena α-tropomiozinei umane este supusă unei splicing alternative} , pentru a produce forme multiple de ARNm de α-tropomiozină în diferite tipuri de celule ( ) Toate formele de ARNm au aceeași secvență de codificare a proteinei în exonii și Exonii și sunt exoni alternativi utilizați în diferite molecule de ARNm, la fel ca și exonii și Care dintre următoarele afirmații despre exonii și este cea mai corectă? Este această afirmație adevărată și pentru exonii și ? Justificați-vă răspunsurile Partea Mecanisme genetice de bază a) GENA a-TROPOMIOZINEI UMANE b) PATRU OPȚIUNI DIFERITE DE IMPLIMENTARE primul Ala al doilea prelucrare prelucrare Val Tre Întâlnit Orez Q Două runde de mutageneză, trecând cu înlocuirea aminoacizilor într-o singură poziție a proteinei (la che I) Orez Q Molecule de ARNm planificate alternative ale genei a-tropomiozinei umane (k ) o) Exoni în gena α-tropomiozinei umane Locația și dimensiunile relative ale exonilor sunt afișate ca casete albastre și roșii, b) Modele de îmbinare pentru patru molecule de ARNm de α-tropomiozină Splicing-ul este indicat de liniile care conectează exonii care sunt incluși în ARNm A Exonii și trebuie să aibă același număr de nucleotide B Exonii și trebuie să conțină un număr întreg de codoni (adică numărul de nucleotide împărțit la trebuie să fie un număr întreg) B Exonii și trebuie să conțină numărul de nucleotide care, atunci când sunt împărțite la , lasă același reziduu (adică , sau ) După ce ați tratat celulele cu mutagenul chimic, ați izolat doi mutanți Unul poartă alanină, iar celălalt poartă metionină la locul proteinei care conține în mod normal valină () De După un al doilea tratament al acestor doi mutanți cu mutagenul, izolați mutanții, fiecare dintre care acum poartă o treonină în poziția rezervată valinei (Figura Q ) Presupunând că toate mutațiile sunt limitate la o singură substituție de nucleotidă, determinați codonii care sunt utilizați pentru a codifica valină, metionină, treonină și alanină la locul afectat de aceste mutații Ai putea izola mutanții valină -> treonină într-un singur pas? Factorul de alungire EF-Tu introduce două pauze scurte între împerecherea codon-anticodon și formarea legăturii peptidice Aceste pauze măresc acuratețea sintezei proteinelor Descrieți aceste pauze și explicați cum îmbunătățesc acuratețea traducerii Atât chaperonele moleculare asemănătoare HspO, cât și analogii lor Hsp prezintă afinitate pentru regiunile hidrofobe expuse ale proteinelor, folosindu-le ca indicatori ai plierii incomplete De ce credeți că regiunile hidrofobe servesc drept semnale critice despre starea de pliere a proteinelor? Majoritatea proteinelor necesită asistența chaperonelor moleculare pentru o pliere corectă Cum crezi că reușesc însoțitorii înșiși să se ghemuiască corect? Literatura Ce este atât de special la ARN care îl face atât de atractiv ca precursor evolutiv al ADN-ului și proteinei? Atunci, ce a permis ADN-ului să devină un material mai bun decât ARN-ul pentru stocarea informațiilor genetice? Dacă o moleculă de ARN ar putea forma un ac de păr cu o buclă interioară simetrică, așa cum se arată în Fig Q , atunci secvența complementară a acestui ARN ar putea forma un similar structura? Dacă da, ar fi unele zone din cele două structuri identice? Dacă da, care? '-GCA '-CGU CU CC-Gx U GG-Cz A-CZ Orez Î Un ac de păr ARN cu o buclă internă simetrică (la problema ) Literatură General Berg J M , Tymoczko JL & Stryer L ( ) Biochimie, ed a -a New York: W H Freeman Brown T A ( ) Genomes , ed a -a New York: Wiley-Liss Gesteland RF, Cech TR & Atkins JF (eds ) ( ) The RNA World, ed a -a Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press Hartwell L , Hood L , Goldberg M L și colab ( ) Genetica: de la gene la genomi, ed a -a Boston: McGraw Hill Lodish H , Berk A , Kaiser C și colab ( ) Molecular Cell Biology, a -a ed New York: W H Freeman Stent GS ( ) Genetica moleculară: o narațiune introductivă San Francisco: W H Freeman Codul genetic ( ) Cold Spring Harb Symp cuant Biol Ribozomul ( ) Cold Spring Harb Symp cuant Biol Watson JD, Baker T A, Beli S P et al ( ) Molecular Biology of the Gene, a -a ed Menlo Park, CA: Benjamin Cummings Din ADNAcARN Bentley DL ( ) Reguli de implicare: recrutarea co-transcripțională a factorilor de procesare pre-mARN Curr Opinează Biol celular : - Berget SM, Moore C & Sharp PA ( ) Segmente îmbinate la capătul ' al ARNm tardiv al adenovirusului Proc Natl Acad sci SUA : - Black D L ( ) Mecanisme de îmbinare alternativă a ARN pre-mesager Annu Rev Biochim : - Brenner S , Jacob F & Meselson M ( ) Un intermediar instabil care transportă informații de la gene la ribozomi pentru sinteza proteinelor Nature : - Cate JH, Gooding AR, Podeli E et al ( ) Structura cristalină a unui domeniu de ribozimă de grup: principii de ambalare a ARN Science : - Chow LT, Gelinas RE, Broker TR și colab ( ) Un aranjament uimitor de succesiune la capetele ' ale ARN-ului mesager adenovirusului Celula : - Cramer P ( ) Multisubunit ARN polymerases Curr Opinează Struct Biol : - Daneholt B ( ) O privire asupra mesagerului RNP care se deplasează prin cornul nuclear Celula : - Partea Mecanisme genetice de bază Dreyfuss G , Kim VN, & Kataoka N ( ) Messenger-ARN-binding proteins and the messages they carry Natura Rev Mol Biol celular : - Houseley J , LaCava J și Tollervey D ( ) ARN-guality control by the exosome Natura Rev Mol Biol celular : - Izguierdo J M, & Valcarcel J ( ) Un principiu simplu pentru a explica evoluția splicing-ului pre-ARNm Genele dev : - Kornberg RD ( ) Mediatorul și mecanismul de activare transcripțională Trends Biochim sci : - Malik S & Roeder RG ( ) Reglarea dinamică a transcripției pol II de către complexul mediator de mamifer Trends Biochim sci : - Matsui T , Segall J , Weil PA & Roeder RG ( ) Factori multipli necesari pentru inițierea precisă a transcripției prin ARN polimeraza II purificată J Biol Chim : - Patel AA & Steitz JA ( ) Splicing double: insights from the second spliceosome Natura Rev Mol Biol celular |: - Phatnani HP & Greenleaf AL ( ) Fosforilarea și funcțiile ARN polimerazei II CTD Genele dev : - Interogare C C & Konarska MM ( ) Fidelitatea îmbinării revizuită Structura naturii Mol Biol : - Ruskin B , Krainer AR, Maniatis T et al ( ) Excizia unui intron intact ca structură nouă lariat în timpul îmbinării pre-ARNm in vitro Celula : - Spector DL ( ) Dinamica organizării cromozomilor și reglării genelor Annu Rev Biochim : - Staley JP & Guthrie C ( ) Dispozitive mecanice ale spliceosome: motoare, ceasuri, arcuri și lucruri Celula : - Thomas MC & Chiang CM ( ) Mașinile generale de transcriere și cofactorii generali Criticai Rev Biochim Mol Biol : - Wang D , Bushnell DA, Westover KD și colab ( ) Baza structurală a transcripției: rolul buclei de declanșare în specificitatea substratului și cataliză Celula : - Om PH K la proteine Allen GS & Frank J ( ) Structural Insights on the translation initiation complex: ghosts of a universal initiation complex Mol microbiol : - Anfinsen C B ( ) Principii care guvernează plierea lanțurilor proteice Science : - Brunelle JL, Youngman EM, Sharma D și colab ( ) Interacțiunea dintre C a ARNt și bucla A a ribozomului stimulează activitatea peptidil transferazei ARN : - Chien P , Weissman JS și DePace AH ( ) Principiile emergente ale moștenirii prionice bazate pe conformație Annu Rev Biochim : - Crick FHC ( ) Codul genetic: III sci A m : - Hershko A , Ciechanover A & Varshavsky A ( ) The ubiquitin system natură medicală : - Ibba M & Soli D ( ) Sinteza aminoacil-ARNt Annu Rev Biochim : - Kozak M ( ) Reglarea translației în sistemele eucariote Annu Rev Biol celular : - Literatura Kuzmiak N A și Maquat L E ( ) Aplicarea cercetării dezintegrarii ARNm mediată de nonsens la clinică: progres și provocări Trends Mol Med : - Moore PB & Steitz TA ( ) Ribozomul dezvăluit Trends Biochim sci : - Noller HF ( ) Structura ARN: citirea ribozomului Știința : - Ogle JM, Carter AP și Ramakrishnan V ( ) Perspective în mecanismul de decodare din structurile ribozomilor recente Trends Biochim sci : - Prusiner SB ( ) prelegere Nobel Prionii Proc Natl Acad sci SUA : - Rehwinkel J , Raes J & Izaurralde E ( ) Dezintegrarea mRNA mediată de nonsens: genele țintă și diversificarea funcțională a efectorilor Trends Biochim sci : - Sauer RT, Bolon DN, Burton B M et al ( ) Sculptarea proteomului cu proteaze AAA(+) și mașini de dezasamblare Celula : - Shorter J & Lindquist S ( ) Prionii ca conducte adaptative ale memoriei și moștenirii Natura Rev Genet : - Varshavsky A ( ) Degradarea proteinelor reglementate Tendințe în biochimie sci : - Voges D , Zwickl P & Baumeister W ( ) Proteazomul S: o mașină moleculară concepută pentru proteoliza controlată Annu Rev Biochim : - Weissmann C ( ) Nașterea unui prion: generația spontană revăzută Celula : - Young JC, Agashe VR, Siegers K et al ( ) Căile de pliere a proteinei mediate de însoțitori în citosol Natura Rev Mol Biol celular : - Lumea ARN-ului și originea vieții Joyce G F ( ) Evoluție moleculară direcționată sci A m : - Orgel L ( ) Originea vieţii Un acid nucleic mai simplu Știința : - Kruger K , Grabowski P , Zaug P şi colab ( ) Self-splicing ARN: Autoexcision and autocyclization of the ribozomal ARN intervening seence of Tetrahymena Celula : - Silverman SK ( ) Rube Goldberg devine (ribo)nuclear? Comutatoare moleculare și senzori fabricați din ARN ARN : - Szostak JW, Bartel DP & Luisi PL ( ) Sintetizând viața Nature : - Controlul expresiei genelor ADN-ul oricărui organism codifică toate moleculele de ARN și proteine necesare pentru a-și construi celulele Cu toate acestea, în sine, o descriere completă a secvenței ADN a unui organism, fie că este vorba de câteva milioane de nucleotide, ca într-o bacterie, sau de câteva miliarde, la o persoană, nu ne permite să reconstruim organismul, doar ca o listă a cuvintelor engleze nu ne permite să reconstruim o piesă de Shakespeare În ambele cazuri, problema este modul în care sunt folosite elementele secvenței ADN sau cuvintele din listă În ce condiții este sintetizat fiecare produs genetic și, când este obținut, care este efectul acestuia? Acest capitol discută prima jumătate a problemei - regulile și mecanismele prin care un anumit set de gene este exprimat selectiv în fiecare celulă Mecanismele de control al expresiei genelor operează la multe niveluri diferite și le vom discuta pe rând Să începem prin a trece în revistă câteva principii de bază ale controlului genetic în organismele multicelulare Idei generale despre controlul genetic Morfologia și funcția diferitelor tipuri de celule care alcătuiesc organismul superior sunt adesea destul de diferite De exemplu, dacă comparăm un neuron și un limfocit de mamifer, diferența dintre ele este atât de mare încât este greu de imaginat că aceste celule conțin același genom (Fig ) Din acest motiv și pentru că diferențierea celulară este adesea ireversibilă, biologii au presupus mai întâi că genele ar putea fi pierdute selectiv în timpul acestui proces celular Cu toate acestea, acum este cunoscută această diferențiere Orez Neuron și limfocitul unui mamifer Ramurile lungi ale unui neuron care se extind din retină îi permit să primească semnale electrice de la multe celule și să le transmită celulelor învecinate Un limfocit este o globulă albă care circulă liber prin corp și este implicată în răspunsul sistemului imunitar la infecție Ambele celule conțin același genom, dar exprimă ARN și proteine diferite (Din W W Boycott, Essays on the Nervous System [R Bellairs și E G Gray eds ] Oxford, Marea Britanie: Clarendon Press, ) Concepte generale de control genetic celulele este determinată în principal de modificări ale expresiei genelor și nu de modificări ale secvenței nucleotidelor din genomul celulei Diferite tipuri de celule dintr-un organism multicelular conțin același ADN Diferite tipuri de celule ale unui organism multicelular diferă unele de altele, deoarece sintetizează și acumulează seturi diferite de molecule și proteine de ARN Dovada că acest lucru se întâmplă fără modificarea secvenței ADN vine dintr-o serie clasică de experimente pe broască Dacă nucleul unei celule de broască complet diferențiată este introdus într-un ovocit al cărui nucleu a fost îndepărtat, nucleul "donator" injectat determină dezvoltarea unui mormoloc normal din ovulul primitor (Fig , a) Deoarece mormolocul are un număr de celule diferențiate diferite care și-au dobândit secvențele de ADN din nucleul celulei donatoare originale, se poate concluziona că celula donatoare diferențiată nu a pierdut nicio secvență importantă de ADN O concluzie similară rezultă din experimentele efectuate pe diferite plante În acest caz, bucăți de țesut vegetal diferențiat au fost cultivate pe un mediu artificial, după care acest țesut a fost împărțit în celule individuale În multe cazuri, una dintre aceste celule izolate este capabilă să regenereze o întreagă plantă adultă (Fig b) În cele din urmă, același principiu a fost demonstrat și la mamifere, inclusiv bovine, oi, porci, capre, câini și șoareci În aceste cazuri, nucleii de celule somatice au fost injectați în ouă nenucleate și, atunci când au fost transplantați în mame-surogat, unele dintre aceste ouă, numite zigoți reconstruiți, s-au dezvoltat în animale sănătoase (Fig c) O altă dovadă că blocurile mari de ADN nu sunt pierdute sau rearanjate în timpul dezvoltării vertebratelor provine dintr-o comparație a hărților detaliate ale striării cromozomilor mitotici (vezi Figura ) Pe baza acestui criteriu, trebuie recunoscut faptul că seturile de cromozomi din celulele diferențiate ale corpului uman sunt identice Mai mult, compararea genomurilor diferitelor celule prin metoda ADN-ului recombinant a confirmat că schimbările în expresia genelor care stau la baza dezvoltării unui organism multicelular, de regulă, nu constau în modificări ale secvențelor genelor corespunzătoare Cu toate acestea, există mai multe cazuri când rearanjarea ADN-ului în genom apar în timpul dezvoltării unui organism: acest lucru este cel mai pronunțat în timpul dezvoltării sistemului imunitar al mamiferelor, care va fi descris în Capitolul Diferite tipuri de celule sintetizează diferite seturi de proteine Ca un prim pas pentru înțelegerea mecanismului de diferențiere celulară, este necesar să înțelegem modul în care diferitele tipuri de celule diferă unele de altele Un răspuns complet la această întrebare fundamentală nu a fost încă primit, dar anumite prevederi generale pot fi deja distinse Există multe procese comune tuturor celulelor și, prin urmare, oricare două celule ale aceluiași organism au multe din aceleași proteine Printre acestea se numără proteinele structurale ale cromozomilor, ARN polimerazele, enzimele de reparare a ADN-ului, proteinele ribozomale, enzimele implicate în principalele reacții metabolice, precum și multe proteine care formează citoscheletul Partea Mecanisme genetice de bază A) mormoloc de ou nefertilizat distrus prin iradierea UV b) felie proli-unic-organizat-tanar-tanar-morcov morcovi clonă celulară embrion plantă divizarea lichidului celularin masa celulară nutritivă mediu inconjurator vaci celule epiteliale din ovar fusul meiotic celula donatoare este plasată lângă ovul reconstruit embrion de zigot DIVIZIUNEA IMPULSULUI ELECTRIC CAUZE FUZIUNEA CELULUI DONATOR FĂRĂ NUCLEAR ovul de muls nefertilizat și ovul îndepărtat Embrionul de vițel este transplantat mamelor surogat Orez Experimente care demonstrează că o celulă diferențiată conține toată informația genetică necesară dezvoltării întregului organism, a) Nucleul unei celule adulte de piele de broaște transplantat într-o celulă ou fără nucleu poate da naștere unui mormoloc întreg Săgeata întreruptă indică pasul suplimentar de transplant necesar pentru a oferi timp genomului transplantat să se adapteze la mediul embrionar În timpul acestuia, unul dintre nuclei este selectat dintr-un embrion în dezvoltare timpurie și transferat înapoi într-un ou suplimentar nenuclear, b) La multe specii de plante, celulele diferențiate își păstrează capacitatea de a "dediferenția", astfel încât o singură celulă poate forma o clonă de celule, care ulterior vor da naștere unei plante întregi , c) Nucleul unei celule diferențiate de la o vacă adultă, introdus în oul nenuclear al altei vaci, poate da naștere unui vițel Diferiți viței derivați din aceeași celulă donatoare diferențiată sunt identici genetic și, prin urmare, clonele unul altuia (a, modificat din B Gurdon, Sci Am : - , Prin amabilitatea Scientific American ) Concepte generale de control genetic Unele proteine se gasesc in cantitati mari doar in celule specializate unde functioneaza, in timp ce in alte tipuri de celule nu pot fi determinate nici prin metode sensibile de analiza De exemplu, hemoglobina poate fi găsită doar în celulele roșii din sânge Conform studiilor asupra multor ARNm diferite, într-o celulă umană tipică la un moment dat, - % din aproximativ de gene ale sale sunt exprimate Când se compară profilurile de expresie (modele) ARNm dintr-un număr de linii celulare umane diferite, s-a constatat că nivelul de exprimare al aproape fiecarei gene active variază de la un tip de celulă la altul Unele dintre aceste diferențe sunt pronunțate, cum ar fi hemoglobina menționată mai devreme, dar cele mai multe dintre ele sunt abia sesizabile Chiar și genele care sunt active în toate celulele variază în ceea ce privește nivelul lor de exprimare în diferite tipuri de celule Modelele care reflectă conținutul de ARNm (determinate folosind matricele ADN descrise în capitolul ) sunt atât de specifice fiecărui tip de celulă încât pot fi utilizate pentru a determina tipul de celule canceroase în care sursa tisulară a creșterii tumorii nu este cunoscută (Fig ) În ciuda existenței unor diferențe semnificative în expresia ARNm între celulele specializate, acestea încă nu iau în considerare o întreagă gamă de diferențe în spectrul proteinelor sintetizate După cum se va vedea mai târziu în acest capitol, reglarea expresiei genelor este posibilă într-o varietate de pași care au loc după transcripție De exemplu, splicing alternativă poate produce o întreagă familie de proteine dintr-o genă În cele din urmă, modificarea covalentă a proteinelor după sinteza lor este posibilă Prin urmare, cel mai bun mod de a evalua diferențele fundamentale în expresia genelor între diferite tipuri de celule este prin utilizarea metodelor care arată direct nivelurile de exprimare a proteinei și modificările lor post-translaționale (Fig ) Semnalele externe pot provoca modificări ale expresiei genelor într-o celulă Majoritatea celulelor specializate ale unui organism multicelular sunt capabile să schimbe modelul de expresie al genelor lor ca răspuns la semnalele extracelulare De exemplu, dacă o celulă hepatică este expusă la un hormon glucocorticoid, sinteza mai multor proteine specifice crește dramatic Glucocorticoizii sunt eliberați în sânge în perioadele de post sau de exerciții fizice intense și servesc ca semnal pentru ficat pentru a crește producția de glucoză din aminoacizi și alte molecule mici Setul de proteine a căror sinteză este indusă include enzime, de exemplu, tirozin aminotransferaza, care favorizează conversia tirozinei în glucoză Dacă hormonul nu mai este furnizat, sinteza acestor proteine este redusă la niveluri normale Alte tipuri de celule răspund diferit la glucocorticoizi De exemplu, celulele adipoase reduc producția de tirozin aminotransferaza, în timp ce alte tipuri de celule pot să nu răspundă deloc la hormonii glucocorticoizi Aceste exemple ilustrează caracteristica principală a specializării celulelor: diferite tipuri de celule răspund adesea diferit la același semnal extracelular Astfel de ajustări care apar ca răspuns la semnalele extracelulare se bazează pe trăsăturile caracteristice ale profilului de expresie genică, care nu se modifică și conferă fiecărui tip de celulă caracterul său distinctiv neschimbat Partea Mecanisme genetice de bază necunoscut Orez Diferențele în modelele de expresie a ARNm între diferitele tipuri de celule canceroase umane Figura rezumă un set foarte mare de măsurători care au determinat nivelurile de ARNm a de gene selectate (aranjate de sus în jos) în de linii de celule canceroase umane diferite (aranjate de la stânga la dreapta), fiecare de la un pacient diferit Fiecare bandă roșie mică indică faptul că o anumită genă dintr-o anumită tumoare este transcrisă la un nivel semnificativ mai mare decât media în toate liniile celulare Fiecare bară verde mică indică un nivel de expresie sub medie, iar fiecare bară neagră indică un nivel de expresie apropiat de media dintre diferitele tumori Metoda utilizată pentru obținerea acestor date (izolarea ARNm urmată de hibridizare cu cipuri ADN) este descrisă în Capitolul (Secțiunea ) Rețineți că nivelurile relative de expresie ale fiecăreia dintre cele de gene analizate diferă în diferite tumori (acest lucru poate fi văzut dacă urmați figura pentru o anumită genă de la stânga la dreapta) Această analiză a arătat, de asemenea, că fiecare tip de tumoare are propriul model caracteristic de expresie a genelor Astfel de informații pot fi utilizate pentru a "tipifica" celulele canceroase de origine necunoscută prin compararea profilurilor lor de expresie genetică cu cele ale tumorilor deja cunoscute De exemplu, în figură, un specimen necunoscut a fost identificat drept cancer pulmonar (Cu amabilitatea lui Patrick O Brown, David Botstein și Stanford Expression Collaboration ) Concepte generale de control genetic a) creierul uman b) ficat uman izoelectric acru punct de bază Orez Diferențele dintre două țesuturi umane în ceea ce privește spectrul proteinelor exprimate Proteinele sunt prezentate pe fiecare parte a figurii ca rezultate ale electroforezei pe gel de poliacrilamidă D (vezi pagina ) Proteinele sunt separate prin greutate moleculară (de sus în jos) și prin punct izoelectric - valoarea pH-ului la care proteina nu este încărcată (de la dreapta la stânga) Petele proteice colorate artificial cu roșu apar la ambele exemplare, petele albastre sunt specifice unuia dintre cele două țesuturi Diferențele dintre două mostre de țesut depășesc cu mult asemănările lor: chiar și proteinele partajate de ambele țesuturi tind să difere în abundență relativă Rețineți că această metodă separă proteinele după dimensiune și sarcină, astfel încât o proteină care, de exemplu, are mai multe forme fosforilate diferite, va apărea ca o serie de pete orizontale (vezi secțiunea din dreapta sus a jumătății drepte) Doar o mică parte din întreaga spectrul de proteine este prezentat pentru fiecare dintre probe Deși electroforeza pe gel de poliacrilamidă D este o modalitate simplă de a demonstra vizual diferențele dintre două probe de proteine, metodele bazate pe spectroscopie de masă (a se vedea Secțiunea ) oferă informații mult mai detaliate și, prin urmare, sunt utilizate mai frecvent (Cu amabilitatea lui Tim Myers și Leigh Anderson, Large Scale Biology Corporation ) Dacă diferențele dintre diferitele tipuri de celule sunt determinate de genele care sunt exprimate în ele, atunci la ce nivel este controlată expresia genelor? Conform capitolului anterior, există mulți pași de-a lungul căii care duce de la ADN la proteine Știm acum că, în principiu, fiecare dintre ele poate fi reglementată Astfel, o celulă poate controla sinteza proteinelor sale prin: ) controlul timpului și frecvenței transcripției unei anumite gene (control la nivelul transcripției); ) controlul splicing-ului și procesării transcriptelor ARN (control la nivelul procesării ARN); ) selectarea mARN-urilor mature destinate exportului din nucleu în citosol și selectarea locației acestora în citosol (control la nivelul transportului ARN și localizarea acestuia); ) selecția ARNm în citoplasmă pentru translație pe ribozomi (control la nivel de translație); ) destabilizarea selectivă a anumitor molecule de ARNm din citoplasmă (control la nivelul degradării ARNm) sau ) activarea selectivă, inactivarea, degradarea sau localizarea anumitor molecule de proteine după sinteza lor (control la nivelul activității proteinei) ( ) Pentru majoritatea enelor, controlul la nivel de transcriere este cel mai important Acest lucru este destul de logic, deoarece dintre toate punctele de control posibile prezentate în Fig , numai controlul la nivel de transcripție asigură că celula nu sintetizează intermediari inutile În secțiunile următoare Partea Mecanisme genetice de bază ARNm inactiv Controlul CYTOSOL activat nivelul de degradare a ARNm ARN- ADN ^transcriere ARNm control la nivel de transcriere control la nivelul procesării ARN ARNm control la nivelul transportului şi localizării ARN controlul nivelului de traducere Control la nivel de activitate proteine inactive proteină Orez Șase niveluri de control al expresiei genelor eucariote Controlul exercitat la nivelurile - este discutat în acest capitol Al șaselea nivel, reglarea activității proteinelor, este realizat în mare parte prin modificarea post-translațională covalentă, inclusiv fosforilarea, acetilarea și ubiquitinarea (vezi Tabelul , p ) și este discutat în multe capitole ale acestei cărți sunt luate în considerare componentele ADN-ului și proteinele care îndeplinesc această funcție prin reglarea inițierii transcripției genelor La sfârșitul acestui capitol, vom reveni la numeroasele moduri suplimentare în care expresia genelor poate fi reglată ADN-ul genomului unei celule conține în secvența sa informațiile necesare pentru a crea mii de proteine diferite și molecule de ARN Într-o celulă, doar o parte a genelor este de obicei exprimată, iar apariția diferitelor tipuri de celule într-un organism multicelular se datorează exprimării diferitelor seturi de gene În plus, celulele pot schimba modelul genelor exprimate ca răspuns la schimbările din mediu, de exemplu, ca răspuns la semnalele de la alte celule În principiu, toate etapele expresiei genelor pot fi reglate, dar pentru majoritatea genelor, cel mai important punct de control este inițierea transcripției ARN Cum decide o celulă care dintre cele miile sale gene să transcrie? După cum este descris în capitolul , transcripția fiecărei gene este controlată de o regiune reglatoare ADN situată relativ aproape de locul unde începe transcripția Unele regiuni de reglementare sunt destul de simple și acționează ca niște comutatoare declanșate de un singur semnal Multe altele sunt complexe și arată ca niște microprocesoare minuscule care răspund la o varietate de semnale, pe care le interpretează și le generalizează pentru a activa sau dezactiva genele învecinate Fie că sunt complexe sau simple, aceste dispozitive de comutare se găsesc în toate celulele și constau din două componente principale: ) porțiuni scurte de ADN cu o anumită secvență și ) proteine de reglare (reglarea expresiei genelor) care recunosc și se leagă de acest ADN Începem discuția despre proteinele care reglează expresia genelor prin descrierea modului în care au fost descoperite Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor Studiile genetice ale bacteriilor din anii au oferit primele dovezi ale existenței proteinelor de reglare a genelor (deseori denumite în mod vag "factori de transcripție") care au activat sau dezactivat anumite seturi de gene Unul dintre acești regulatori, represorul lambda, este codificat de un virus bacterian, bacteriofagul lambda Represorul oprește genele virale care codifică proteinele necesare pentru noile particule virale și, astfel, permite genomului viral să rămână un pasager tăcut pe cromozomul bacterian, reproducându-se împreună cu bacteria în condiții favorabile creșterii acesteia (vezi Figura ) Represorul fagilor lambda a fost una dintre primele proteine de reglare descrise și, după cum se observă mai jos, rămâne una dintre cele mai bine studiate Alte proteine reglatoare bacteriene răspund la condițiile nutriționale prin oprirea genelor care codifică un set specific de enzime metabolice atunci când nu sunt necesare Prima proteină bacteriană de acest tip descoperită a fost represorul lac, care oprește sinteza proteinelor responsabile de metabolism lactoză atunci când acest zahăr nu este prezent în mediu Primul pas către înțelegerea reglării genelor a fost izolarea tulpinilor mutante de bacterii și bacteriofagi lambda care nu au putut să dezactiveze seturi specifice de gene S-a presupus la acea vreme, și s-a dovedit ulterior, că majoritatea acestor mutanți aveau deficit de proteine care acționează ca represori specifici pentru aceste seturi de gene Deoarece aceste proteine, ca majoritatea proteinelor de reglare, kov, sunt prezente în celulă în cantități mici, izolarea lor a fost o sarcină complexă și consumatoare de timp În cele din urmă, aceste proteine au fost purificate prin fracţionarea extractelor celulare S-a demonstrat că proteinele izolate se leagă de secvențe specifice de ADN situate în apropierea genelor pe care le reglementează Ulterior, cu ajutorul unei combinații de genetică clasică și metodele de studiere a interacțiunilor proteinelor duodenale, care sunt descrise mai târziu în acest capitol, au fost determinate secvențele exacte de ADN pe care le recunosc După cum sa discutat în capitolul , ADN-ul dintr-un cromozom este o spirală dublă foarte lungă ( ) Proteine care reglează expresia genelor trebuie să recunoască secvențe de nucleotide specifice în cadrul acestei structuri Inițial, s-a crezut că aceste proteine ar putea avea nevoie de acces direct la legăturile de hidrogen dintre perechile de baze din dublu helix pentru a distinge o secvență de ADN de alta Orez Helix dublu de ADN Model tridimensional al ADN-ului care arată canelurile majore și minore de pe partea exterioară a dublei helix Culorile atomilor sunt următoarele: carbon - albastru, azot - albastru, hidrogen - alb, oxigen - roșu, fosfor - galben canelura minoră canelura majoră Partea Mecanisme genetice de bază este deja clar că partea exterioară a dublei helix conține informații complete despre secvențele de ADN, care pot fi recunoscute de proteinele de reglementare fără a fi nevoie să deschidem dubla helix Porțiunea exterioară a fiecărei perechi de baze este expusă la suprafața dublei helix, arătând modelul caracteristic al donatorilor și acceptoarelor de legături de hidrogen și al regiunilor hidrofobe recunoscute de proteinele din șanțurile majore și minore ( ) Cu toate acestea, numai în mare în canal, aceste combinații sunt vizibil diferite pentru fiecare dintre cele patru combinații de perechi de nucleotide ( ) Din acest motiv, proteinele de reglare, după cum se va vedea în plus, ele formează în principal contacte specifice cu canelura majoră oPb "Cartierul Iaya ^ a Orez Cât de diferite perechi de baze din ADN pot fi recunoscute după marginea exterioară - fără a fi nevoie să deschideți dublu helix Sunt prezentate patru configurații posibile de perechi de baze cu potențiali donatori de legături de hidrogen (în albastru), potențiali acceptori de legături de hidrogen (în roșu) și legături de hidrogen între perechile de baze ca o serie de linii roșii paralele scurte Grupările metil care formează creste hidrofobe sunt în galben, iar atomii de hidrogen atașați de carbon și, prin urmare, nu sunt disponibili pentru legăturile de hidrogen, sunt în alb (Din C Branden și J Tooze, Introduction to Protein Structure, a doua ed New York: Garland Publishing, ) big borough^ "'" împarte brazde Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor canelura majora canelura minora SIMBOLULE: acceptor de legături de hidrogen donor de legături de hidrogen atom de hidrogen grup metil Orez Cod de recunoaștere a ADN-ului Conturul exterior al fiecărei perechi de baze prezentat aici, când este privit direct în canelura majoră sau minoră, conține o combinație caracteristică de donatori și acceptori de legături de hidrogen și grupări metil În canalul major, fiecare dintre cele patru combinații de perechi de nucleotide își creează propriul model unic de caracteristici specifice Cu toate acestea, în canelura minoră pentru napG-C și C-G, modelul este același, la fel ca și pentru A-T și T-A Revoltă cu coduri de culori, ca în fig (Din C Branden și J Tooze, Introduction to Protein Structure, a doua ed New York: Garland Publishing, ) O secvență specifică de nucleotide poate fi "citită" sub forma unui model de caracteristici moleculare de pe suprafața dublei helix ADN Secvențele de nucleotide specifice, fiecare cu o lungime mai mică de bp, acționează ca componente majore ale comutatoarelor genetice, fiind locuri de recunoaștere pentru legarea proteinelor specifice ale genelor reglatoare Au fost identificate mii de astfel de secvențe de ADN, fiecare recunoscută de propria sa proteină reglatoare (sau un set de proteine reglatoare înrudite) Unele dintre proteinele reglatoare discutate în acest capitol sunt enumerate împreună cu secvențele de ADN pe care le recunosc Acum să ne întoarcem la proteinele releu în sine, a doua componentă principală a comutatoarelor genetice Să începem cu trăsăturile structurale prin care aceste proteine recunosc secvențe scurte și specifice conținute în dubla helix ADN mult mai lungă În biologie, recunoașterea la nivel molecular se bazează în principal pe corespondența exactă dintre suprafețele a două molecule, iar cele mai izbitoare exemple ale acestui principiu se găsesc în studiul proteinelor reglatoare Proteina reglatoare recunoaște o secvență specifică de ADN, deoarece suprafața proteinei este Partea Mecanisme genetice de bază Tabelul Unele proteine reglatoare și secvențele de ADN pe care le recunosc NUME SECVENȚA ADN-ului Bacteria Lac represor ' AATTGTGAGCGGATAACAATT ' TTAACACTCGCCCTATTGTTAA САРȚGȚGAGȚȚAGCȚCACT ACACTCAATCGAGTGA Represor lambdaTATCACCGCCAGAGGT iii iii ATAGTGGCGGTCTCCAT Drojdie Gal CGGAGGACTGTCCTCCG gcctcctgÂcăggaggc Mata GATGTAATT GTACATTAA Gcn ATGACTCAT TACTGAGTÂ Drosophila KruppelAACGGGTTAA ii TTGCCCAATT BicoidGGGATTAGA iiiiiiiii CCCTAATCT Mamifere SplGGGCGG CCCGCC Octl Roy DomeniulATGCAAAT TACGTTTA GATA TGATAG iiiiii ACTATC MyoDCAAATG iii i GTTTAC p GGGCAAGTCT iiiiiiiiii CCCGTTCAGA Notă Pentru comoditate, este prezentată o singură secvență de recunoaștere rasială pentru fiecare proteină, nu o secvență consens (vezi Figura ) oferă un grad semnificativ de complementaritate (tm) la caracteristicile specifice ale suprafeței acestei regiuni a dublei helix În cele mai multe cazuri, o proteină formează o serie de contacte cu ADN-ul, inclusiv hidrogen și legături ionice, precum și interacțiuni hidrofobe Fiecare legătură individuală este slabă în sine, dar luate împreună, aproximativ de legături, formate de obicei în zona de contact a suprafețelor proteinei și ADN-ului, asigură o interacțiune foarte specifică și foarte puternică (Fig ) De fapt, interacțiunile proteină-ADN implică unele dintre cele mai puternice și mai specifice interacțiuni moleculare cunoscute în biologie Fiecare exemplu de recunoaștere a proteinei ADN este unic în detaliile sale, dar analiza cu raze X și spectroscopia RMN a câteva sute de proteine de reglementare au arătat că multe dintre ele conțin unul sau altul motiv dintr-un set mic de motive structurale care se leagă de ADN Astfel de motive folosesc în principal fie elice a, fie foi p pentru a se lega de canelura majoră a ADN-ului, care, după cum sa menționat mai sus, conține suficiente informații pentru a distinge o secvență de ADN de oricare alta Corespondența dintre ADN și proteinele de reglare este atât de precisă că chiar Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor schelet Orez Legarea unei proteine de reglare la canalul major ADN Este afișat un singur contact De obicei, zona de interacțiune dintre proteine și suprafețele ADN conține - de astfel de contacte, în care participă diferiți aminoacizi, fiecare dintre care contribuie la îmbunătățirea interacțiunii proteină-ADN s-a sugerat că, în cursul evoluției, dimensiunile elementelor structurale de bază ale acizilor nucleici și proteinelor s-au dezvoltat împreună, astfel încât aceste molecule să poată interacționa între ele într-un principiu de "blocare a tastei" Primul motiv recunoscut de proteine de legare a ADN-ului a fost motivul helix-tum-helix Identificat inițial în proteinele bacteriene, acest motiv a fost găsit mai târziu în multe sute de proteine eucariote și procariote care se leagă de ADN Este format din două elice a conectate printr-un lanț scurt proeminent de aminoacizi, care formează o "întorsătură" ( ) Cele două spirale sunt sub un fix unghi unul față de celălalt, în principal datorită interacțiunilor dintre ele Helixul cel mai apropiat de capătul carboxil se numește helix de recunoaștere deoarece se potrivește ca mărime și interacționează cu șanțul major al ADN-ului Lanțurile sale laterale de aminoacizi, care diferă de la proteină la proteină, joacă un rol important în recunoașterea secvențelor specifice de ADN de care se leagă proteina În afara regiunii helix-turn-helix, structura diferitelor proteine care conțin acest motiv poate varia foarte mult ( ) Răspuns Într-adevăr, fiecare proteină "reprezintă" motivul helix-turn-helix la molecula de ADN în felul său unic, despre care se crede că crește versatilitatea Partea Mecanisme genetice de bază spirală de recunoaștere COOH a) Orez Motivul helix-turn-helix de legare a ADN-ului Motivul este descris în (a), unde fiecare cerc alb reprezintă atomul de carbon central din aminoacid Helixul C-terminal a (roșu) se numește helix de recunoaștere deoarece este implicat în recunoașterea ADN-ului specific locului Așa cum se arată în (b), helixul intră în șanțul major ADN unde contactează exteriorul perechilor de baze de nucleotide (vezi și Figura ) Helixul α N-terminal (albastru) funcționează în principal ca o componentă structurală care ajută la poziționarea corectă a spiralei de recunoaștere represor al triptofanului Orez Unele proteine care leagă ADN-ul care conțin motivul helix-turn-helix Toate aceste proteine se leagă de ADN sub formă de dimeri, în care două copii ale helixului de recunoaștere (cilindrul roșu) sunt separate una de cealaltă prin exact o tură a helixului ADN ( , nm) Celălalt helix al motivului helix-coil-helix este evidențiat cu albastru, ca în fig Represorul lambda și proteina Cro controlează expresia genelor fagilor lambda, în timp ce represorul triptofanului și proteina activatoare a catabolismului (CAP; proteina activatoare a catabolitului) controlează expresia unui număr de gene E coli helix-turn-helix datorită creșterii numărului de secvențe ADN pentru care recunoașterea poate fi utilizat acest motiv În plus, în majoritatea acestor proteine, părțile lanțului polipeptidic din afara domeniului helix-turn-helix formează, de asemenea, legături importante de ADN ajutând la reglarea fină a interacțiunii Grupul de proteine care conține motivul helix-turn-helix prezentat în Fig prezintă o trăsătură caracteristică a multor proteine specifice locului de legare a ADN-ului Se leagă de secvențe de ADN, cum ar fi Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor dimeri simetrici, iar secvențele de ADN în sine constau din două "semi-situ-uri" foarte asemănătoare, care sunt, de asemenea, aranjate simetric ( ) Astfel de aranjamentul permite fiecărui monomer proteic să formeze seturi aproape identice de contacte și să crească enorm capacitatea de legare: ca o primă aproximare, dublarea numărului de contacte dublează energia liberă de interacțiune și, în același timp, pătratează constanta de afinitate nu CG GCGTGTTG ' 'ATTGTGGCACG de la ' Orez O secvență specifică de ADN recunoscută de proteina Cro a bacteriofagului lambda În această secvență, nucleotidele evidențiate în verde/l sunt aranjate simetric, permițând fiecărui monomer proteic, prezentat și în verde, să recunoască fiecare jumătate a situsului ADN în același mod Vezi structura reală a proteinei din fig La scurt timp după descoperirea primelor proteine de reglare în bacterii, studiile genetice ale muștei de fructe Drosophila au condus la izolarea și descrierea unei clase importante de gene, gene homeotice sau selectoare homeotice, care, ca un dirijor într-o orchestră, cântă o cheie rol în reglementarea tuturor legăturilor dezvoltarea muștei După cum sa discutat în capitolul , importanța lor fundamentală în dezvoltarea animalelor superioare a fost demonstrată ulterior Mutațiile acestor gene pot face ca musca să se transforme dintr-o parte a corpului în alta, ceea ce indică faptul că proteinele pe care le codifică controlează etapele cheie ale dezvoltării organismului Când secvențele de nucleotide ale mai multor gene selectoare homeotice au fost determinate în anii , s-a dovedit că fiecare dintre ele codifică o regiune aproape identică de de aminoacizi care caracterizează această clasă de proteine și se numește homeodomeniu După determinarea structurii tridimensionale a homeodomeniului, s-a constatat că acesta conține un motiv helix-turn-helix, legat de același motiv din proteinele reglatoare bacteriene Acesta a fost unul dintre primele indicii că principiile de reglare a genelor stabilite în bacterii se aplică și organismelor mai înalt organizate Acum au fost descoperite peste de proteine homeodomain doar într-o singură Drosophila, iar aceste proteine au fost identificate în aproape toate organismele eucariote studiate - de la drojdie la plante și oameni Structura homeodomeniului asociată cu o secvență specifică de ADN este prezentată în Motivul de reglare helix-turn-helix proteinele bacteriene sunt adesea încorporate în contexte structurale diferite, în timp ce același motiv în domeniile homeo este întotdeauna înconjurat de aceeași structură (formând restul homeodomeniului), ceea ce înseamnă că acest motiv este întotdeauna prezentat ADN-ului în același mod Într-adevăr, studiile structurale au arătat Partea Mecanisme genetice de bază A) G b) Orez Homeodomeniu asociat cu o secvență specifică de ADN Sunt prezentate două proiecții diferite ale aceleiași structuri, a) Homeodomeniul este pliat în trei elice a care sunt strâns împachetate de interacțiuni hidrofobe Secțiunea care include spiralele și seamănă cu un motiv spirală-turn-spirală b) Helixul de recunoaștere (helixul , roșu) face contacte importante cu șanțul major ADN De exemplu, așa cum se arată în fig , asparagina (Asn) din helixul este în contact cu adenina Brațul mobil asociat cu elica este contactat cu perechi de nucleotide din canalul minor Homeodomeniul prezentat aici face parte dintr-o proteină de reglare a drojdiei, dar seamănă foarte mult cu homeodomeniile multor organisme eucariote (Adaptat după C Wolberger și colab , Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) că proteina homeodomeniului de drojdie și proteina homeodomainului Drosophila au o conformație foarte asemănătoare și recunosc ADN-ul în aproape același mod, deși sunt identice doar în din cei de aminoacizi (vezi Figura ) Motivul helix-turn-helix constă exclusiv din aminoacizi, iar al doilea grup important de motive de legare a ADN-ului conține unul sau mai mulți atomi de zinc ca componente structurale Toate aceste motive de legare la ADN coordonate cu zinc sunt denumite "degete de zinc", dar această descriere se referă doar la apariția lor în reprezentări schematice de la prima lor descoperire ( , a) Structurale ulterioare studiile au arătat că acestea sunt împărțite în mai multe grupuri care diferă ca structură, dintre care două le vom lua în considerare aici Primul tip a fost descoperit inițial în proteinele care activează transcripția genei ARN ribozomal eucariote Are o structură simplă în care zincul ține helixul a și stratul p împreună (Fig b) Acest tip de "deget de zinc" se găsește adesea în grupuri tandem, unde α-helix-ul fiecărui membru poate intra în contact cu șanțul major al ADN-ului, formând o întindere aproape continuă de elice α de-a lungul șanțului Astfel, un ADN puternic și specific interacțiunea proteinelor este creată pe baza repetării elementelor structurale principale ( ) Un alt tip de "deget de zinc" se găsește într-o mare familie de proteine receptorilor intracelulari (descrise în detaliu în capitolul ) În acest caz, se formează Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor Orez Unul dintre tipurile de "degete de zinc" Această proteină aparține familiei Cys-Cys-His-His de proteine degete de zinc, numite după aminoacizii care rețin zincul a) Reprezentarea schematică a secvenței de aminoacizi a proteinei deget de zinc a unei broaște aparținând unei clase similare, b) Structură tridimensională a aceluiași tip de deget de zinc, constând dintr-o foaie p antiparalelă (aminoacizi - ), urmată de un a-helix (aminoacizi - ) Cei patru aminoacizi care leagă zincul (Cys , Cys , His și His ) țin ferm un capăt al helixului a de unul dintre capetele stratului p (Adaptat după M S Lee și colab Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) o structură de alt fel (asemănătoare în unele privințe cu motivul helix-turn helix): aici două elice a sunt împachetate împreună cu atomi de zinc ( ) Aceste proteinele, precum și proteinele cu un motiv helix-turn-helix, formează de obicei dimeri care permit uneia dintre cele două elice α din fiecare subunitate să interacționeze cu șanțul major ADN Cele două tipuri de "degete de zinc" descrise în acest capitol diferă ca structură, dar au două asemănări importante: ambele folosesc zincul ca componentă structurală și ambele folosesc a-helix pentru a recunoaște șanțul major al ADN-ului În motivele de legare a ADN-ului discutate până acum, elicele α sunt mecanismul principal utilizat pentru a recunoaște secvențe specifice de ADN Cu toate acestea, un grup mare de proteine de reglementare folosește un mod complet diferit de recunoaștere În acest caz, informațiile de pe suprafața canelurii majore sunt "citite" de un strat p dublu catenar cu lanțuri laterale de aminoacizi care se întind de la stratul p la ADN ( ) Ca și în cazul curselor Cunoașterea α-helix, acest motiv al stratului p poate fi folosit pentru a recunoaște multe secvențe ADN diferite Tipul de secvență ADN recunoscută în mod specific depinde de secvența de aminoacizi care formează stratul p Partea Mecanisme genetice de bază Orez Legarea proteinei deget de zinc de ADN a) Structura unui fragment de proteină reglatoare de șoarece asociat cu o anumită regiune ADN Această proteină recunoaște ADN-ul folosind trei degete de zinc de tip Cis-Cis-His-His (vezi Figura ) aranjate ca repetări directe b/Trei degete au secvențe similare de aminoacizi și contactează ADN-ul într-un mod similar Pe a și b, atomul de zinc de la fiecare "deget" este reprezentat ca o minge mică (Adaptat după N Pavletich și C Pabo, Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) Orez Un dimer de domeniu cu deget de zinc aparținând unei familii de receptori intracelulari asociați cu o secvență specifică de ADN Fiecare domeniu deget de zinc conține doi atomi de zinc (indicați prin bile mici gri): unul stabilizează helixul de recunoaștere a ADN-ului (prezentat cu maro într-o subunitate și roșu în cealaltă), iar celălalt stabilizează bucla (indicată cu violet) implicată în formarea dimerului Fiecare atom de zinc este coordonat de patru reziduuri de cisteină aranjate corespunzător Ca și în proteinele cu motivul helix-turn-helix prezentat în Fig , cele două elice de recunoaștere ale dimerului sunt separate una de cealaltă printr-o distanță corespunzătoare unei spire a spiralei ADN Ca exemplu specific, este dată o parte a receptorului de glucocorticoizi, o proteină prin care celulele detectează prezența și răspund (la nivel transcripțional) la acțiunea hormonilor glucocorticoizi sintetizați de glandele suprarenale în timpul stresului (Adaptat după B F Luisi și colab , Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor Orez Proteina represoare de operon metionină bacteriană Represorul metioninei al bacteriilor reglează genele care codifică enzimele care catalizează sinteza metioninei Cu un exces de acest aminoacid, se leagă de represor, provocând o modificare a structurii sale, ceea ce permite acestei proteine să se lege strâns de ADN, oprind sinteza enzimatică, o) Pentru o legare puternică de ADN, represorul metioninei trebuie să formeze un complex cu S-adenosilmetionina, care este evidentiata cu rosu O subunitate a dimerului proteic este prezentată în verde, cealaltă în albastru Stratul P dublu catenar de legare la ADN conține câte o catenă din fiecare subunitate; catenele sunt prezentate în verde închis și albastru, b) Schemă simplificată a legării represorului metioninei-ADN, arătând modul în care stratul p dublu catenar al represorului se leagă de șanțul major ADN Pentru simplitate, alte site-uri represoare nu sunt prezentate (o - adaptat de la S Phillips, Curr Opin Struct Biol : - , , cu permisiunea lui Elsevier; b - adaptat de la W Somers și S Phillips, Nature : - , , prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) Mai multe proteine de legare a ADN-ului folosesc bucle de peptide proeminente mai degrabă decât elice a și foi de p pentru a citi secvența de nucleotide De exemplu, proteina p , un supresor de tumori uman important, recunoaște perechile de nucleotide în canelurile majore și minore ( ) folosind astfel de bucle Funcția normală a lui p este strict reglarea creșterii și proliferării celulare Importanța acestei proteine poate fi estimată din următorul fapt: aproape jumătate din toate celulele canceroase umane dobândesc mutații somatice în gena proteinei p și, așa cum se va vedea în capitolul , această etapă este un pas cheie în dezvoltarea multor tumori Multe dintre mutațiile p observate în celulele canceroase distrug sau modifică legarea acesteia de ADN; Într-adevăr, în cancerul uman, restul de aminoacizi Arg , care este în contact cu canalul minor al ADN-ului, este cel mai adesea mutat în proteina p (vezi Fig ) Multe proteine de reglare recunosc ADN-ul ca homodimeri, probabil pentru că, după cum am văzut, aceasta este cea mai ușoară modalitate de a obține o legare specifică puternică (vezi Figura ) De obicei, partea din proteină responsabilă pentru dimerizare este diferită de partea responsabilă pentru legarea ADN-ului Partea Mecanisme genetice de bază Orez Recunoașterea ADN-ului de către proteine p Cele mai importante contacte ADN sunt arginina și lizina , care pleacă de la buclele proeminente care intră în interiorul șanțurilor minore și majore Pentru Plierea proteinei p necesită un atom R zinc (prezentat ca o sferă), dar modul în care zincul este reținut în această structură este destul de diferit de cel folosit de proteinele degete de zinc descrise anterior k R K un motiv combină simplu și practic ambele funcții Se numește motivul fermoarului cu leucină și își are numele de la felul în care două elice a, câte unul din fiecare monomer, se unesc pentru a forma o bobină scurtă (vezi Figura ) Helicile sunt ținute împreună prin interacțiuni între lanțurile laterale hidrofobe de aminoacizi (cel mai frecvent leucină) care se extind de pe o parte a fiecărui lanț Imediat după zona de contact de dimerizare, două elice α diverg și formează o structură în formă de Y, care permite lanțurilor lor laterale să intre în contact cu șanțul major al ADN-ului Astfel, dimerul captează dublu helix ca o agrafă de rufe pe o frânghie ( ) Orez Un dimer "fermoar cu leucină" asociat cu ADN Cele două domenii de legare a ADN-ului elicoidal α (de jos) se dimerizează în regiunea elicoidală α a fermoarului cu leucină (sus) pentru a forma o structură în formă de Y inversată Fiecare braț al structurii Y este format dintr-un a-helix (unul din fiecare monomer) care mediază legarea la o secvență specifică de ADN din canalul major Fiecare a-helix se leagă de jumătate din structura ADN simetrică Este prezentată structura proteinei Gcn de drojdie, care reglează transcripția în funcție de prezența aminoacizilor în mediu (Adaptat după T E EllenbergeretaL, Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor Multe dintre proteinele reglatoare pe care le-am considerat până acum se leagă de ADN ca homodimeri, adică ca dimeri constând din două subunități identice Cu toate acestea, multe proteine de reglare se pot lega, de asemenea, la parteneri neidentici pentru a forma heterodimeri constând din două subunități diferite Deoarece heterodimerii sunt formați de obicei din două proteine care diferă în specificitatea de legare la ADN, amestecarea și combinarea proteinelor reglatoare în acest mod extinde foarte mult repertoriul specificităților de legare la ADN pe care aceste proteine le pot afișa După cum se arată în , cele trei specificități diferite de legare la ADN sunt, în principiu, poate fi format din două tipuri de monomeri "fulger de leucină", în timp ce șase din trei tipuri de monomeri etc DNA Orez Heterodimerizarea proteinelor care conțin "fermoar leucină" poate modifica specificitatea legării de ADN Homodimerii cu fermoar de leucină se leagă de secvențe de ADN simetrice așa cum sunt descrise în stânga și în centru Aceste două proteine recunosc secvențe diferite de ADN, indicate de zonele roșii și albastre de pe ADN Doi monomeri diferiți se pot combina pentru a forma un heterodimer care recunoaște o secvență de ADN deja hibridă constând dintr-o regiune roșie și una albastră Cu toate acestea, cu o astfel de combinație aleatorie de proteine, există limitări De exemplu, dacă într-o celulă eucariotă obișnuită toate tipurile de proteine cu fermoar leucină ar forma heterodimeri, cantitatea de "interferență" între circuitele care reglează expresia genelor în celulă ar fi probabil atât de mare încât ar provoca haos Capacitatea de a forma un heterodimer specific depinde de cât de bine aderă suprafețele hidrofobe ale celor două "fermoare cu leucină", ceea ce, la rândul său, depinde de secvențele specifice de aminoacizi ale celor două regiuni ale acestor "fermoare" Astfel, într-o celulă, fiecare proteină care conține "fermoarul de leucină" poate forma dimeri doar cu un set mic de alte proteine cu un motiv similar Heterodimerizarea este un exemplu de control combinatoriu, în care procesul celular este controlat nu de proteine individuale, ci de combinații de proteine diferite Heterodimerizarea ca mecanism de control combinatoriu al expresiei genelor are loc în multe tipuri diferite de proteine reglatoare ( ) Controlul combinatoriu este subiectul principal cu care vom face întâlnit în mod repetat în acest capitol, iar formarea de complexe heterodimerice care reglează activitatea genelor este doar una dintre multele moduri în care proteinele lucrează împreună pentru a controla expresia genelor Anumite combinații de proteine reglatoare au devenit "strâns" legate în celulă; de exemplu, două domenii diferite de legare la ADN pot, prin Partea Mecanisme genetice de bază Orez Un heterodimer constând din două proteine homeodomenii asociate cu propriul site de recunoaștere a ADN-ului Helixul galben al proteinei drepte (Mata ) este nestructurat în absența proteinei stângi (Matal) și formează o spirală numai la heterodimerizare Secvența de ADN este recunoscută împreună de ambele proteine; unele dintre contactele proteină-ADN formate de Mata sunt prezentate în Fig Aceste două proteine sunt proteine de drojdie în devenire, în care heterodimerul definește un tip de celulă specific (vezi Figura ) Spiralele sunt numerotate conform figurii (Adaptat după T Li și colab , Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) rearanjarea genelor care are loc în cursul evoluției, să fie conectată într-un lanț polipeptidic, care prezintă deja o nouă specificitate de legare a ADN-ului ( ) Un alt motiv important de legare a ADN-ului legat de "fermoarul cu leucină" este motivul helix-loop-helix (HLH; helix-loop-helix), care diferă de motivul helix-turn-helix discutat anterior și constă dintr-un scurt a- helix conectat folosind o buclă cu un al doilea a-helix mai lung Flexibilitatea buclei permite unei elice să se plieze înapoi și să se potrivească cu cealaltă După cum se arată în , un astfel de dublu-helix structura se leagă atât de ADN, cât și de motivul HLH al celei de-a doua proteine A doua proteină poate fi aceeași (formând un homodimer) sau diferită (formând un heterodimer) În orice caz, cele două elice a care se extind din zona de contact de dimerizare formează contacte specifice cu ADN-ul Unor proteine cu motivul HLH le lipsește extensia a-helical responsabilă pentru legarea ADN-ului Aceste proteine trunchiate pot forma heterodimeri cu proteine de lungime normală care conțin motivul HLH, dar astfel de heterodimeri nu sunt capabili să se lege strâns de ADN deoarece formează doar jumătate din contactele necesare cu acesta Astfel, pe lângă crearea de dimeri activi, heterodimerizarea este o modalitate utilizată pe scară largă pentru celule de a menține proteinele reglatoare specifice sub control ( ) Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor Orez Două domenii de legare la ADN legate covalent printr-o polipeptidă flexibilă Structura prezentată (numită domeniul Rhoi) constă dintr-un homeodomeniu și o structură helix-turn-helix conectate printr-o "leșă" polipeptidică flexibilă indicată prin linii punctate O singură genă codifică întreaga proteină, care este sintetizată ca un lanț polipeptidic continuu Legarea covalentă a acestor două structuri în acest mod are ca rezultat o creștere semnificativă a afinității proteinei pentru o secvență specifică de ADN, în comparație cu afinitatea oricărei părți individuale Un grup de proteine reglatoare de mamifere, din care această structură este un exemplu, reglează producția de factori de creștere, imunoglobuline și alte fragmente molecule implicate în dezvoltarea unui organism Exemplul specific dat este al proteinei Octl (Adaptat de la JD Klemm et al , Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier) Diferitele motive de legare la ADN ale proteinelor pe care le-am luat în considerare sunt doar schele structurale din care lanțurile laterale specifice de aminoacizi se extind și vin în contact cu perechi specifice de baze ADN Prin urmare, este corect să ne întrebăm dacă există un cod simplu de recunoaștere a perechii aminoacid-bază; Este întotdeauna, de exemplu, un anumit lanț lateral de aminoacizi care contactează perechea de baze GC? Răspunsul este nu, deși anumite tipuri de interacțiuni aminoacid-bază sunt mult mai frecvente decât altele ( ) După cum am văzut în capitolul , proteine suprafețele de aproape orice formă și compoziție pot fi create din de aminoacizi, iar proteina de reglementare folosește diferite combinații ale acestora pentru a Orez Dimerul motivului Helix-loop-helix (HLH) asociat cu ADN Cei doi monomeri sunt ținuți împreună într-un nod cu patru elice: fiecare monomer oferă două elice a legate printr-o buclă flexibilă de proteine (roșu) Două elice a care ies dintr-un nod cu patru elice se leagă de o secvență specifică de ADN (Adaptat după A R Ferre-D'Amare și colab , Nature : - , Prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) Partea Mecanisme genetice de bază homodimer activ helix-buclă-helix heterodimer inactiv helix-buclă-helix Orez Reglarea inhibitorie de către proteinele HLH trunchiate Motivul helix-loop-helix (HLH) este responsabil pentru dimerizare și legarea ADN-ului În stânga, homodimerul proteinei HLH recunoaște o secvență de ADN simetrică În dreapta, legarea unei proteine HLH de lungime normală (cian) la o proteină HLH trunchiată (verde) care nu are un α-helix de legare LYR produce un heterodimer care nu este capabil să se lege strâns de ADN Dacă în celulă există un exces de proteină trunchiată, atunci moleculele acesteia blochează homodimerizarea unei proteine de lungime normală și, prin urmare, o împiedică să se lege de ADN creează o suprafață care este strict complementară unei anumite secvențe de ADN Se știe că aceeași pereche de baze poate fi astfel recunoscută într-o varietate de moduri, în funcție de contextul său ( ) proteină care leagă ADN-ul CH arginină CH CH eu NH n\ /n Cu toate acestea, înțelegerea principiilor recunoașterii proteinelor-ADN de către biologii moleculari a atins un astfel de nivel încât aceștia pot proiecta noi proteine care recunosc o anumită secvență de ADN După ce am subliniat principalele caracteristici ale proteinelor de reglare, să ne întoarcem la câteva dintre metodele utilizate în prezent pentru a le studia N (c) N canelura majoră HH N-N H canelura minoră Studii genetice care au deschis calea proteinelor reglatoare Bacte Orez Unul dintre cele mai comune tipuri de interacțiuni proteină-ADN Datorită geometriei specifice a acceptoarelor legăturilor de hidrogen (vezi Figura ), lanțul lateral de arginină recunoaște în mod unic guanina Pe fig Figura prezintă un alt tip de interacțiune proteină-ADN care este frecvent întâlnită Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor ' ' zinc finger proteină TTC UNSD CH ' ' ' ' degetul de zinc proteina Zif zinc finger proteine GL UNSD zinc finger proteina GL Orez Schema generalizată a interacțiunilor specifice locului între șase "degete de zinc" diferite și secvențele de ADN pe care le recunosc Toate cele șase degete de zinc au aceeași structură generală (vezi Figura ), dar fiecare dintre ele se leagă la o secvență diferită de ADN Aminoacizii numerotați formează un α-helix care recunoaște ADN-ul (Figurile și ), iar acei aminoacizi care formează contacte specifice cu ADN-ul sunt colorați în verde Bazele nucleotidice pe care proteinele intră în contact sunt evidențiate în portocaliu De obicei se formează contacte arginină-guanină (vezi figura ), dar guanina poate fi recunoscută și prin serină, histidină sau lizină, așa cum se arată în figură În plus, același aminoacid (serina în acest exemplu) poate recunoaște mai mult de o bază Două dintre "degetele de zinc" reprezentate fac parte din proteina TTK (proteina Drosophila implicată în dezvoltarea organismului); două "degete" aparțin proteinei de șoarece (Zif ) prezentată în Fig și două la o proteină umană (GL ), ale cărei forme aberante pot provoca anumite tipuri de cancer (Adaptat după C Branden și J Tooze, Introduction to Protein Structure, a doua ed New York: Garland Publishing, ) riya, drojdia și Drosophila, este mult mai dificilă la vertebrate Prin urmare, pentru a izola proteinele reglatoare la vertebrate, a fost necesar să se aștepte dezvoltarea unor noi metode de cercetare Multe dintre aceste abordări se bazează pe determinarea unei proteine de legare a ADN-ului într-un extract celular care recunoaște în mod specific o secvență de ADN cunoscută care controlează expresia unei anumite gene Una dintre cele mai comune moduri de a identifica și studia lianții specifici site-ului Partea Mecanisme genetice de bază cu ADN-ul proteinelor se bazează pe influența unei proteine legate asupra migrării moleculelor de ADN într-un câmp electric Molecula de ADN are o sarcină negativă mare și, prin urmare, se deplasează rapid către electrodul pozitiv într-un câmp electric În electroforeza pe gel de poliacrilamidă (vezi Secțiunea ), moleculele de ADN sunt separate după dimensiune, deoarece moleculele mai mici trec mai ușor prin structura rețelei fine a gelului decât cele mai mari Moleculele de proteine, care au contactat ADN-ul, își reduc mobilitatea în gel În general, cu cât proteina legată este mai mare, cu atât molecula de ADN legată de aceasta se mișcă mai încet Acest fenomen stă la baza testului de schimbare a mobilității gelului Cu această metodă, pot fi detectate chiar și urme de proteină de legare ADN specifică locului Fragmente scurte de ADN de lungime și secvență cunoscute (obținute fie prin donarea ADN-ului, fie prin sinteză chimică, discutate în capitolul ), sunt marcate radioactiv și amestecate cu extract de celule, amestecul rezultat este aplicat pe un gel de poliacrilamidă și se efectuează electroforeza Dacă un fragment de ADN corespunde unei regiuni a cromozomului, la care, de exemplu, se leagă mai multe proteine specifice locului, atunci autoradiografia (vezi Secțiunea ) arată o serie de benzi de ADN, fiecare dintre acestea fiind în urmă cu cea originală o cantitate diferită și reprezintă un anumit complex ADN -proteină Proteinele asociate cu ADN-ul în fiecare dintre benzi pot fi izolate prin fracţionarea succesivă a extractului celular (Fig ) Odată ce o proteină de legare a ADN-ului specifică locului a fost purificată, metoda de schimbare a mobilității electroforetice poate fi utilizată pentru a studia puterea și specificitatea interacțiunii sale cu diferite secvențe de ADN, durata de viață a complexelor ADN-proteină și alte proprietăți importante pentru funcționare a proteinei din celulă Cromatografia de afinitate ADN facilitează purificarea proteinelor care leagă ADN-ul specific locului Odată ce secvența de ADN recunoscută de proteina reglatoare a fost determinată, poate fi utilizată o tehnică de purificare a proteinelor extrem de puternică numită cromatografia de afinitate ADN O oligonucleotidă dublu catenară sintetizată chimic a secvenței corespunzătoare este legată la o matrice poroasă insolubilă, cum ar fi agaroza, iar apoi această matrice modificată este umplută într-o coloană care leagă selectiv proteinele care recunosc anumite secvențe ADN (Fig ) Această metodă relativ intensivă de muncă realizează o purificare de de ori Majoritatea proteinelor reglatoare sunt prezente în celulă în concentrații foarte mici, dar utilizând cromatografia de afinitate, este de obicei posibil să se izoleze suficientă proteină pură pentru a determina prin spectroscopie de masă sau alte metode (descrise în capitolul ) secvența sa parțială de aminoacizi Dacă se cunoaște secvența completă a genomului unui organism, atunci secvența parțială de aminoacizi poate fi utilizată pentru a identifica gena Și gena oferă nu numai informații despre secvența completă de aminoacizi a proteinei, ci și posibilitatea sintezei acesteia în cantități nelimitate prin metodele de inginerie genetică, care sunt discutate în Capitolul Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor fragment radioactiv radioactiv ADN fragment ADN + extract celular C eu - C eu - sz eu - PS eu C eu - C I fara proteine -C - С - ^C - - С - ^sz - - С ADN fără proteine a) rezultate ale electroforezei numărul fracției eluate din coloana cromatografică b) cu creșterea concentrației de sare Orez Metoda de schimbare a mobilității electroforetice Principiul metodei este prezentat în diagramă În acest exemplu, un extract obținut dintr-o linie celulară producătoare de anticorpi a fost amestecat cu un fragment de ADN marcat radioactiv care conține aproximativ de nucleotide din secvența reglatoare a genei care codifică lanțul ușor de imunoglobuline produs de această linie celulară Efectul proteinelor incluse în extract asupra mobilității fragmentului de ADN determinat prin electroforeză pe gel de poliacrilamidă urmată de autoradiografie Fragmentele de ADN libere migrează rapid la capătul gelului, în timp ce aceleași fragmente legate de proteine sunt reținute Detectarea a șase benzi de ADN întârziate indică prezența în extract a șase proteine diferite de legare la ADN specifice locului (denumite C -C ) care se leagă la acest fragment de ADN (Pentru simplitate, toate fragmentele de ADN care se leagă la mai mult de o proteină nu sunt prezentate în figură) În Schema b, extractele au fost fracţionate conform procedurii standard de separare cromatografică a proteinelor (vezi Secţiunea ) (sus), fiecare fracţiune a fost amestecată cu un fragment de ADN radioactiv, aplicată pe o bandă de gel de poliacrilamidă şi analizată în continuare ca indicate în Schema a (b - Modificat din C Scheidereit, A Heguy și R G Roeder, Cell : - , Prin amabilitatea lui Elsevier ) Este posibil să se detecteze proteinele de reglare chiar înainte ca secvența de ADN pe care o recunosc să fie cunoscută De exemplu, multe proteine din homeodomeniul Drosophila au fost descoperite în timpul selecției mutațiilor care afectează dezvoltarea muștei, ceea ce a făcut posibilă determinarea genelor care codifică aceste proteine și apoi obținerea cantităților necesare din aceste proteine prin supraexprimare în cultura celulară și uşor Partea Mecanisme genetice de bază proteine celulare ETAPA ETAPA Proteine care leagă ADN-ul obținute în pasul spălarea cu o soluție scăzută de sare elimină proteinele care nu sunt legate de ADN o coloană cu o matrice care conține multe secvențe ADN diferite coloană cu matrice care conține numai secvență GGGCCC CCCGGG trecerea unei soluții cu o concentrație medie de sare elimină toate proteinele care nu sunt specifice GGGCCC barbotarea unei soluții medii de sare eluează diverse proteine de legare la ADN la trecerea unei soluții cu o concentrație mare de sare, proteinele minore sunt eluate care recunosc în mod specific secvența GGG c c c CCCGGG Orez Cromatografia de afinitate ADN În prima etapă, toate proteinele capabile să se lege de ADN sunt separate de restul proteinelor celulare pe o coloană care conține un număr mare de secvențe ADN diferite Majoritatea proteinelor care leagă ADN-ul specific locului au o afinitate slabă (nespecifică) pentru întreaga masă de ADN și, prin urmare, sunt reținute pe coloană Această afinitate depinde în mare măsură de atracția ionică, iar proteinele pot fi spălate de pe coloană cu o soluție medie de sare În a doua etapă, un amestec de proteine care leagă ADN-ul este trecut printr-o coloană care conține numai ADN dintr-o anumită secvență De regulă, toate proteinele "stau" pe coloană - majoritatea datorită interacțiunilor nespecifice Și din nou sunt spălate de pe coloană cu soluții cu o concentrație medie de sare și pe coloană rămân doar acele proteine (de obicei doar una sau mai multe) care se leagă în mod specific și, prin urmare, foarte ferm, cu secvența de ADN dată Aceste proteine rămase pe coloană sunt eluate cu soluții foarte mari de sare curata-le Amprenta ADN este una dintre metodele de determinare a secvențelor de ADN recunoscute de o proteină reglatoare pură Această metodă necesită, de asemenea, un fragment purificat al ADN-ului dublu helix care conține o regiune recunoscută de această proteină Secvențele scurte recunoscute de o proteină pot apărea întâmplător pe orice fragment lung de ADN, dar este adesea necesar să se utilizeze ADN-ul corespunzător regiunii de reglare a unei gene cunoscute ca fiind sub controlul proteinei de interes Amprenta ADN-ului se bazează pe utilizarea de nucleaze sau compuși chimici care taie aleatoriu ADN-ul la orice legătură fosfodiester Contactat autoritatea de reglementare Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor proteina împiedică acțiunea nucleazelor asupra legăturilor fosfodiester, astfel, locul exact de recunoaștere de către proteină este dezvăluit sub forma unei zone protejate, sau amprentă - o "amprentă" (Fig ) A doua metodă pentru determinarea secvenței de ADN recunoscută de o proteină reglatoare nu necesită date preliminare asupra genelor pe care această proteină le poate regla În acest caz, proteina purificată este utilizată pentru a selecta dintr-un grup mare de diverse fragmente scurte de ADN generate aleatoriu, numai pe cele care se leagă puternic de aceasta După mai multe cicluri de astfel de selecție, se determină secvența de nucleotide a fragmentelor de ADN legate ferm de proteină și apoi poate fi formulată o secvență de ADN consens pe care această proteină reglatoare o recunoaște (Fig ) Odată ce este cunoscut, căutările automate ale genomului pot identifica gene probabile a căror transcripție poate fi controlată de proteina de reglementare de interes Cu toate acestea, această strategie nu trebuie considerată absolut de încredere De exemplu, în multe organisme, sunt sintetizate o serie de proteine reglatoare strâns legate care recunosc secvențe ADN foarte asemănătoare, dar acestea nu pot fi distinse prin această metodă În cele mai multe cazuri, locurile presupuse de acțiune ale proteinelor reglatoare obținute în timpul numărării secvențelor genomice ar trebui în cele din urmă verificate experimental Secvențele de ADN reglatoare sunt determinate folosind genomica comparativă folosind amprenta filogenetică Disponibilitatea largă a secvențelor complete de genom oferă o metodă surprinzător de ușoară pentru identificarea regiunilor importante de reglare a ADN-ului, chiar dacă proteina de reglementare care se leagă de ele este necunoscută Această metodă constă în compararea genomilor mai multor specii strâns înrudite Dacă speciile sunt alese corect, atunci părțile care codifică proteinele din genom vor fi foarte asemănătoare, dar regiunile dintre secvențele care codifică proteine sau molecule de ARN vor diferi semnificativ, deoarece majoritatea acestor secvențe nu sunt importante din punct de vedere funcțional și, prin urmare, se schimbă în timpul evoluției Printre excepții se numără secvențele de reglementare care controlează transcripția genelor Acţionează ca insule conservate într-un ocean de nucleotide neconservative (Figura ) Deși identificarea proteinelor de reglementare care recunosc secvențele ADN conservate ar trebui efectuată prin alte metode, cu toate acestea, amprenta filogenetică este o metodă puternică pentru identificarea multor secvențe ADN care controlează expresia genelor Multe regiuni ale ADN-ului ocupate de proteinele reglatoare sunt determinate de imunoprecipitarea cromatinei în celulele vii La un anumit moment în timp, proteina reglatoare nu va ocupa toate locurile posibile de legare la ADN din genom În anumite circumstanțe, o proteină poate să nu fie sintetizată și, prin urmare, nu va fi în celulă; poate fi într-o cușcă, dar nu va avea un partener care să formeze heterodim Partea Mecanisme genetice de bază întindere de ADN protejată de proteina I care leagă ADN SCIDARE ACCIDENTALĂ DE NUCLEAZ SAU DE AGENT CHIMIC, URMATĂ DE ELIMINAREA PROTEINEI ȘI SEPARAREA TULPINILOR DE ADN o familie de molecule de ADN monocatenar marcate la capătul ' SEPARARE PRIN ELECTROFOREZĂ GEL amprenta la sol unde nu se observă despicare top cu gel fara proteine cu proteine amprenta la sol Orez Metoda amprentei ADN a) Schema metodei O etichetă radioactivă P este introdusă într-un capăt al fragmentului de ADN (procedura este descrisă în Fig ) și apoi fragmentul marcat este scindat cu o nuclează sau compus chimic, introducând rupturi aleatorii monocatenar După ce ADN-ul este denaturat și separat în catene individuale, fragmentele care se formează din catena marcată sunt separate pe un gel și detectate folosind autoradiografie (vezi Fig ) După aceea, se compară aranjamentul benzilor de ADN formate în prezența și absența proteinelor care leagă ADN-ul În prezența unei astfel de proteine, acopera nucleotidele la locul de legare și protejează legăturile lor fosfodiester de scindare Ca urmare, nu există fragmente etichetate care să conțină locul de legare, iar pe gel apare un gol, numit amprentă În exemplul prezentat, proteina de legare la ADN protejează șapte legături fosfodiester de acțiunea unui agent de scindare, b) Amprenta reală utilizată pentru a determina locul de legare al unei proteine reglatoare umane Un compus organic cu greutate moleculară mică, care conține fier, a fost folosit ca agent de scindare, care, în mod normal, scindează oricare dintre legăturile fosfodiester cu o frecvență aproape egală (cu amabilitatea lui Michele Sawadogo și Robert Roeder ) Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor Orez Metodă de determinare a secvenței de ADN recunoscută de proteina reglatoare Proteina reglatoare purificată este amestecată cu un număr mare de fragmente scurte de ADN cu secvențe de nucleotide diferite Un set de astfel de fragmente de ADN poate fi obținut prin programarea unui sintetizator de ADN, o mașină care sintetizează chimic ADN-ul oricărei secvențe dorite (descris în Capitolul ) De exemplu, există , sau aproximativ , milioane, secvențe de nucleotide posibile pentru un fragment de ADN cu nucleotide Apoi, fragmentele de ADN dublu catenar care se leagă strâns de proteina reglatoare sunt separate de fragmentele de ADN care nu sunt legate de proteină O metodă care poate fi utilizată pentru o astfel de separare este metoda deplasării mobilității electroforetice, așa cum se arată în Fig După separarea complexelor ADN-proteină de ADN-ul liber, fragmentele de ADN legate de proteină sunt separate de proteine și utilizate de obicei în mai multe runde suplimentare ale aceluiași proces de selecție (neprezentat) Secvențele de nucleotide ale acelor fragmente de ADN care rămân după numeroase cicluri de legare și separare pot fi determinate și poate fi construită o secvență de ADN consens recunoscută de o anumită proteină protein-regulator al activității genelor - - cu specificitate necunoscută a legării ADN-ului un grup mare de catene duble scurte de ADN, fiecare cu o secvență de nucleotide generată aleatoriu SEPARAREA COMPLEXELOR DE PROTEINĂ-ADN DE ADN-UL LIBER FOLOSIND METODA DE DEFIRE A MOBILITĂȚII ELECTROPORETICĂ ELIMINAREA PROTEINEI ȘI DETERMINAREA SECVENȚEI NUCLEOTIDE A FRAGMENTULUI PURT LEGAT DE ADN SECVENȚE DE ADN CONSENS RECUNOSCATE DE PROTEINA REGULATORUL ACTIVITĂȚII GENELOR eu ra; sau nu va putea pătrunde în nucleu până la sosirea unui semnal adecvat din mediul celulei Chiar dacă o proteină reglatoare este prezentă în nucleu și este capabilă să se lege de ADN, componentele cromatinei sau alte proteine de reglare care se pot lega la aceleași secvențe de ADN sau care se suprapun pot acoperi multe dintre posibilele site-uri de legare ale ADN-ului Imunoprecipitarea cromatinei (CHP) este o metodă empirică pentru determinarea regiunilor ADN care, într-un anumit set de condiții, sunt ocupate de o anumită proteină reglatoare ( ) Metodă este după cum urmează: în celulele vii, proteinele sunt legate covalent de ADN, celulele sunt distruse, iar ADN-ul este zdrobit mecanic în fragmente mici, iar apoi anticorpii împotriva unei anumite proteine de reglare sunt utilizați pentru a purifica ADN-ul cu care această proteină este legată covalent în celula Dacă acest ADN este hibridizat cu micromatrice care conțin întregul genom ca o serie de fragmente ADN individuale (vezi Fig ), atunci locația fiecăruia poate fi identificată cu precizie Secvențe de ADN a cinci specii de drojdie strâns înrudite -TGATGACAGTCTTAATATCATCTGCAAC -TCTTGAAATCTTGCTTTATAGTCAAAATTTACGTACGCTTTTCACTATAATAATATGATTTGTCAAT CAACGGTAGTTTCGAGGTTGCATATAAT -CCGGTGGA- CTGGCGTTAAAGTTAGAAGTCCACTTCACTTCT- TS- - ATTG- TATTTCTGTCTTATC TCTTGATGGCAGTCTTGATACCGTGTAAAAC- - - CCACGTGGTCTAGTCTCATACTCAAAATT - ACGTCCACTTTCCCCCTGTATATTATGTTTTGTCGAT -CAAAACTGATCC AGAAGCACTCCTGATTCACCTTTGATACCAATCGATTCATTCAAATCGGCCTGAACCTTG-AT -ATA-TGTATCTTGCCCCT TAATACTGATCCCATAGGTGCTCTTAA CACCGCAGT-CTGGCCTTATGATTGAAAGTTAATCGAACTTTT-ATTGTATA-TAACGCTATGTATT GTGATGAGTGAATGTCTCCCTGTTACCCGGTT-TTCATGTTGATTTTTGTTTCAGGCTCTAA-ATGTTTGATGCAATATTTAACAAGGAGAACAGAAA AACATCCGTAAATCAATTCTTGATACCCGGCTCGGCTCGTTGATTATTTGTTTCATTCTTAGTAAAACTGATGCAATATTTAACAAGCAGTACGTGGACA GTC CGTAGAGCACTCTCTGTTACCCGGATATTCCTGTTATCTTTTGTTTCAAGCTTTAA- AAATATGATGCAATATTTAACAAGCAGTACAGGAA- - ATCGTATCAGAATTTATTGG-ATTACCCGGGCCGACCCTTTTTTGCGTGTTTCAAGCTTCAA-AAAACTGATGCAATTTTTAACAAGTGGTATATA - GGCACAACCAAATATATTTTCGTTACCCGAACCAGCTTTTAATTATCTGTTTCAGG - GATGCAATTCTTAACAAGCAATACATAGA TGTTTTGTGACAGCACCTGTCAATTT-TAGGATAGTAGCAATCGCAAAC - - - GTTTCCAATAATTCTAAGA - CTCTGCTCTATAGTAGCACTTCTAACTTCATTGAGAAACAATAAAGACAGAA CTACTTAACAGCTCTAGCA - codificare - - -TGTTTTGTGATAGCACTTCTCAGTTT-TGAAATAACAGCAACCGCAGAC - - - A-CAAAASSTSTAAA secvență - TGTTGTACGATAGCACCCTTGTGTTCGCTTGAAAACACCAAAGGAAGACAGCTAGCCCCATCCCCACGACTCCAGC gena -TGTTTTGTGATAGCACTCTCAAGTTTACTTGAAAAGGACAAAAGAAGAA -CCGCCCGACGCCTCCAAT - Partea Mecanisme genetice de bază Orez Amprenta filogenetică Acest exemplu compară secvențele de ADN din stânga aceleiași gene de la cinci specii de drojdie strâns înrudite; nucleotide identice sunt evidențiate cu galben Amprenta filogenetică dezvăluie regiuni de recunoaștere a ADN-ului pentru proteinele de reglementare, deoarece aceste regiuni sunt mai conservate decât secvențele înconjurătoare Acest exemplu arată doar regiunea din stânga unei singure gene, dar această abordare este utilizată în mod obișnuit pentru analiza întregului genom Proteinele reglatoare care se leagă de zona încercuită cu roșu sunt prezentate în Fig În acest exemplu, unele dintre amprentele filogenetice mai scurte sunt locuri de legare pentru proteine de reglementare suplimentare, care nu au fost toate identificate (Din M Kellis şi colab , Nature : - , , cu permisiunea de la Macmillan Publishers Ltd , şi DJ Galgoczy şi colab , Proc Natl Acad Sci USA : - , , p permisiunea Academiei Nationale de Stiinte ) Motive de legare a ADN-ului în proteine care reglează expresia genelor Orez Imunoprecipitarea cromatinei Această metodă face posibilă determinarea în genom a tuturor regiunilor ocupate de proteina reglatoare ip vivo Amplificarea ADN-ului prin reacția în lanț a polimerazei (PCR) este prezentată în fig Fragmentele de ADN amplificate precipitate pot fi identificate prin hibridizarea unui amestec de fragmente cu micromatrice ADN, așa cum este descris în Capitolul fragment lung de ADN "precipitat" din genom Astfel, toate regiunile ocupate de proteina regulatoare din celulele originale pot fi marcate pe harta genetică a genomului celular ( ) Imunoprecipitarea cromatinei este, de asemenea, adesea folosită pentru a localiza regiuni din genom care au fost stivuite de diferite tipuri de histone modificate (descrise în capitolul ) În acest caz, sunt utilizați anticorpi specifici unei anumite modificări ale histonei de interes proteina reglatoare A celula vie proteina reglatoare a genei B LEGAREA PROTEINELOR CU ADN-UL FOLOSIND FORMALDEHIDA DEZVOLTAREA CELULUI Scindarea ADN-ului ÎN FRAGMENTE MICI (- NUCLEOTIDE) multe alte fragmente ADN-ul care alcătuiește genomul PRECIPITAȚIA ADN-ului UTILIZAREA ANTICORPILOR ÎMPOTRIVA PROTEINEI DE REGLARE A DISTRUGEREA LEGĂTURILE DE FORMALDEHIDĂ, ÎNDEPARTAREA PROTEINELOR AMPLIFICAREA ADN-ULUI DEPOZITAT FOLOSIND PCR ADN CORRESPONDENT REGIUNILOR DIN GENOMUL CARE ÎN CELULELE AU FOST OCUPAT CU PROTEINA A REGLATORIE Proteinele care reglează transcripția genelor recunosc segmente scurte ale dublei helix ADN care au o secvență specifică și, în acest sens, determină care dintre miile de gene din celulă va fi transcrisă Mii de proteine de reglare au fost identificate pentru o gamă largă de organisme Fiecare dintre aceste proteine are propriile sale caracteristici unice, dar cele mai multe se leagă de ADN ca homodimeri sau heterodimeri și recunosc ADN-ul printr-unul dintr-un număr mic de motive structurale Motive comune sunt helix-turn-helix, homeodomain, fermoar leucină, buclă-helix și mai multe tipuri de degete de zinc Secvența exactă de aminoacizi care constituie motivul determină secvența specifică de ADN recunoscută de proteina reglatoare Această metodă se numește cip Chip - Aproximativ ed Dezvoltarea în ultimii ani a secvențierii de mare performanță a generației următoare - secvențierea generației următoare - permite secvențierea directă a fragmentelor de ADN legate de proteina studiată Această metodă se numește ChIP-seq - Aproximativ ed Partea Mecanisme genetice de bază număr cromozomii O ММІіСШВНVНЖіЗМННВ O iO O O O o-* O O O O O O O Orez Rețea de reglementare: Setul complet de gene controlate de trei proteine cheie de reglare în drojdia în devenire, așa cum sunt identificate de regiunile ADN-ului de care se leagă aceste proteine Proteinele reglatoare numite Matal, Matal, Mata caracterizează două tipuri diferite de împerechere haploide (asemănătoare gameților masculini și feminini) ale acestui organism unicelular Sunt prezentați cei cromozomi ai genomului drojdiei (gri) cu benzi colorate care indică locurile în care se leagă diferite combinații de trei proteine reglatoare Deasupra fiecărui situs de legare este numele produsului proteic al genei reglementate Matal, acționând în combinație cu o altă proteină, Mcml, activează expresia genelor marcate cu roșu; Mata , acționând în combinație cu Mcml, suprimă genele marcate cu albastru; Matal în complex cu Mata suprimă genele marcate cu verde (vezi Fig și ) Săgețile duble indică gene transcrise divergent care sunt controlate de proteinele de reglare indicate Această hartă completă de legare a proteinelor de reglementare a fost generată folosind o combinație de imunoprecipitare a cromatinei (vezi Figura ) și amprenta filogenetică (Figura ) efectuată în genom O astfel de definiție a rețelelor complete de reglementare arată că aceste rețele nu sunt neapărat extrem de complexe, deși pot părea inițial așa Acest tip de cercetare ajută, de asemenea, la dezvăluirea logicii generale a rețelelor transcripționale utilizate în celulele moderne (Din J Galgoczy et al , Proc Natl Acad Sci USA : - , Prin amabilitatea Academiei Naţionale de Ştiinţe ) Heterodimerizarea crește gama de secvențe ADN recunoscute Metode puternice sunt acum disponibile pentru a identifica și izola aceste proteine, genele care le codifică și secvențele de ADN pe care le recunosc și pentru a mapa toate genele pe care aceste proteine le reglementează în genom Partea anterioară a descris principalele componente ale comutatoarelor genetice: proteine de reglare a genelor și secvențe specifice de ADN koto Cum funcționează comutatoarele genetice unele dintre aceste proteine recunosc Acum ne vom uita la modul în care funcționează aceste componente, pornind și dezactivând genele ca răspuns la diferite semnale La mijlocul secolului al XX-lea, ideea că genele ar putea fi activate și dezactivate a fost revoluționară Această idee a fost o descoperire majoră în înțelegerea noastră a mecanismelor de reglare a genelor și a apărut inițial în studiul adaptării bacteriilor E coli la schimbările în compoziția mediului nutritiv Studiile paralele asupra bacteriofagului lambda au condus la multe concluzii similare și au ajutat la stabilirea mecanismului de bază Multe dintre aceleași principii se aplică și celulelor eucariote Cu toate acestea, complexitatea incredibilă a reglării genelor în organismele superioare, împreună cu ambalarea ADN-ului lor în cromatină, ridică anumite provocări și oferă câteva posibilități complet noi de reglare, așa cum vom vedea mai jos Să începem cu cel mai simplu exemplu: activarea genelor și oprit în bacterii ca răspuns la un singur semnal Cromozomul bacteriei E coli, un organism unicelular, constă dintr-o singură moleculă circulară de ADN de , x perechi de nucleotide Acest ADN codifică aproximativ de proteine, dar doar o fracțiune din aceste proteine sunt sintetizate într-o celulă la un moment dat Expresia multor gene este reglată în conformitate cu disponibilitatea nutrienților în mediu, așa cum arată exemplul a cinci gene de E coli care codifică enzime necesare sintezei aminoacidului triptofan Aceste gene sunt organizate într-un singur operon (oregop), adică sunt situate una lângă alta și sunt transcrise dintr-un promotor (promotor) ca o moleculă lungă de ARN ( ) Cu toate acestea, dacă în nutrițional triptofanul este prezent în mediul înconjurător și intră în celulă (de exemplu, dacă bacteria se află în intestinele unui mamifer care tocmai a mâncat alimente proteice), atunci celula nu mai are nevoie de aceste enzime - iar sinteza lor este oprită Mecanismele moleculare care stau la baza acestei schimbări sunt destul de bine înțelese Așa cum este descris în Capitolul , un promotor este o secvență specifică de ADN care direcționează acțiunile ARN polimerazei pentru a se lega de ADN, a desfășura dubla helix și a iniția sinteza ARN Promotorul care dirijează transcripția genelor biosintetice ale triptofanului conține un element reglator numit operator (vezi Figura ) El pre promotor operator D SW A E coii cromozom III moleculă de ARNm eu enzime biosintetice triptofan Orez Un grup de gene E coli care codifică enzime pentru sinteza aminoacidului triptofan Aceste cinci gene ale operonului triptofan (Tgr-operon), denumite TrA, B, C Du E, sunt transcrise ca o singură moleculă de ARNm, ceea ce face posibilă controlul expresiei lor împreună Grupurile de gene transcrise ca o singură moleculă de ARNm sunt tipice bacteriilor Fiecare astfel de cluster se numește operon Partea Mecanisme genetice de bază este pur și simplu o scurtă bucată de ADN reglator dintr-o anumită secvență de nucleotide care este recunoscută de o proteină represoare, în acest caz represorul triptofan, un membru al familiei de proteine helix-turn-helix (vezi Figura ) Promotorul și operatorul sunt aranjate în așa fel încât atunci când represorul triptofanului ocupă operatorul, acesta blochează accesul ARN polimerazei la promotor și astfel împiedică exprimarea enzimelor care sintetizează triptofanul ( ) promotor I - începutul transcripției - - - + + operator Orez Pornirea și oprirea genelor triptofanului Dacă concentrația intracelulară de triptofan este scăzută, atunci ARN polimeraza se leagă de promotor și transcrie cinci gene ale operonului triptofan (operon Trp) Cu toate acestea, dacă concentrația de triptofan este mare, atunci represorul triptofanului este activat, care se leagă de operator și blochează astfel atașarea ARN polimerazei la promotor Când concentrația de triptofan intracelular scade, represorul este eliberat din triptofan și devine inactiv, ceea ce permite polimerazei să înceapă transcrierea acestor gene Promotorul conține două blocuri cheie de informații despre secvența ADN: regiunile secvenței - și - , identificate prin gel/m (vezi Figura ) triptofan represor activ GENE Reglarea blocării expresiei genelor se realizează într-un mod original: pentru ca o proteină represoare să se alăture ADN-ului, două molecule de triptofan trebuie să fie legate de aceasta După cum se arată în , se leagă de triptofan modifică înclinarea motivului helix-turn-helix în represor, astfel încât să se potrivească corect în șanțul major ADN; fără triptofan, motivul se întoarce spre interior și proteina nu se poate lega de operator Astfel, represorul și operatorul triptofanului reprezintă un mecanism simplu care activează și oprește producția de enzime biosintetice ale triptofanului în funcție de prezența triptofanului liber Deoarece forma activă, de legare a ADN-ului, a proteinei servește la oprirea genelor, acest mod de reglare a genelor se numește control negativ, iar proteinele de reglementare implicate sunt numite represoare transcripționale sau proteine represoare ale genelor Cum funcționează comutatoarele genetice GENE INCLUSE GENE OFF Orez Legarea triptofanului de proteina represorului operon al triptofanului modifică conformația represorului O modificare conformațională permite acestei proteine reglatoare să se lege îndeaproape de o anumită secvență de ADN (operator) și astfel să blocheze transcripția genelor care codifică proteinele necesare sintezei triptofanului (operonul Trp) helix determinată prin difracție de raze X și prezentată atât cu și fără legarea triptofanului Legarea triptofanului duce la o creștere a distanței dintre cele două elice de recunoaștere din homodimer, ceea ce permite represorului să se potrivească strâns pe operator (Adaptat după R Zhang și colab , Nature : - , , prin amabilitatea Macmillan Publishers Ltd ) Capitolul descrie că ARN polimeraza purificată de E coli (inclusiv subunitatea sa o) se poate lega la un promotor și poate iniția transcripția ADN-ului Cu toate acestea, mulți promotori bacterieni sunt doar marginal funcționali pe cont propriu, fie pentru că sunt slab recunoscuți de ARN polimerază, fie pentru că este dificil pentru polimerază să desfășoare elica ADN și să înceapă transcripția În orice caz, acești promotori care funcționează prost pot fi ajutați de proteinele reglatoare care se leagă de regiunea ADN adiacentă și contactează ARN polimeraza într-un mod care crește semnificativ probabilitatea inițierii transcripției Deoarece forma activă, de legare a ADN-ului, a acestor proteine activează genele, această metodă de reglare a genelor se numește control pozitiv, iar proteinele de reglare care acționează în acest fel sunt cunoscute ca activatori transcripționali sau proteine activatoare ale genelor În unele cazuri, proteinele activatoare bacteriene ajută ARN polimeraza să se lege de iromogor, oferind o suprafață de contact suplimentară În alte cazuri, ei contactează ARN-polimeraza și promovează tranziția acesteia de la conformația inițială de legare a ADN-ului la forma activă de transcriere prin stabilizarea stării de tranziție a enzimei Ca și represorii, proteinele activatoare ale genelor trebuie să fie legate de ADN pentru a-și realiza activitatea inerentă Astfel, fiecare proteină reglatoare acționează selectiv, controlând doar acele gene care conțin secvența de ADN pe care o recunoaște Proteinele activatoare legate de ADN pot crește intensitatea inițierii transcripției cu un factor de , o valoare corespunzătoare interacțiunilor relativ slabe și nespecifice dintre activator și ARN polimeraza De exemplu, schimbarea Partea Mecanisme genetice de bază Afinitatea ARN polimerazei pentru promotorul său cu un factor de corespunde unei modificări a AG de kcal/mol, care corespunde apariției doar a câtorva legături slabe, necovalente Astfel, proteinele activatoare ale genelor pot furniza pur și simplu câteva interacțiuni benefice care ajută la recrutarea ARN polimerazei către promotor Ca și în cazul controlului negativ de către represori, activatorii transcripționali pot acționa, de asemenea, ca parte a unui simplu comutator genetic De exemplu, proteina activatoare a catabolitului bacterian (CAP) activează genele care permit E coli să utilizeze surse alternative de carbon atunci când sursa sa preferată de carbon, glucoza, nu este disponibilă O scădere a nivelului de glucoză determină o creștere a concentrației de AMP ciclic, o moleculă de semnalizare intracelulară care se leagă de CAP, permițându-i să se atașeze la o secvență specifică de ADN în apropierea promotorilor țintă și, prin urmare, să pornească genele corespunzătoare Astfel, pornirea și oprirea expresiei genei țintă depinde de concentrația de AMP ciclic din celulă: este activată la niveluri ridicate și oprită la niveluri scăzute Sunt rezumate diferite moduri utilizarea reglării pozitive și negative a expresiei genelor Activatorii și represorii transcripționali au o structură similară De exemplu, represorul triptofanului și activatorul transcripției CAP conțin un motiv helix-turn-helix (vezi Fig ) și necesită o proteină cu greutate moleculară mică pentru a se lega de ADN REGLARE POZITIV legarea proteinei activatoare b) induce transcrierea ARN polimeraza REGLARE NEGATIVA Legarea proteinei represoare a) previne transcrierea proteină represoare asociată ADIȚIA DE LIGAND ACTIVEAZĂ GENA BY proteină activatoare asociată eu ARNm proteina ' I ' ADIȚIA DE LIGAND OPRIZĂ GENEA ÎNCĂRTĂRÂND PROTEINA ACTIVATORULUI ELIMINAREA PROTEINEI REPRESORA LIGANDUL inactivat activează GENA represoare PRIN ÎNCĂRTAREA PROTEINEI REPRESOARE H H H LIGAND OPRIRE GENA ÎNCĂRTĂRÂND PROTEINA ACTIVATORULUI eu ARNm proteină ' Orez O schemă generalizată a diferitelor mecanisme prin care proteinele reglatoare specifice controlează transcripția genelor procariote, a) Reglarea negativă; b) reglare pozitivă Rețineți că un ligand "inductor" poate activa o genă, fie prin îndepărtarea proteinei represoare (stânga sus), fie permițând proteinei activatoare să se lege de ADN (dreapta jos) În mod similar, un ligand "inhibitor" poate opri o genă fie prin îndepărtarea proteinei activatoare (dreapta sus), fie prin legarea proteinei represoare de ADN (stânga jos) Cum funcționează comutatoarele genetice Orez Unele proteine reglatoare bacteriene pot acționa atât ca activatori transcripționali, cât și ca represori, în funcție de locația exactă a situsurilor lor de legare la ADN Ca exemplu, luați în considerare represorul lambda bacteriofag Pentru unele gene, proteina acționează ca un activator transcripțional, oferind un contact favorabil pentru ARN polimeraza (sus) În alte gene (mai jos), operatorul este situat cu o pereche de baze mai aproape de promotor și, în loc să ajute polimeraza, aceeași proteină - represorul în acest caz - concurează cu aceasta pentru legarea ADN-ului Represorul fagului lambda își recunoaște operatorul folosind motivul helix-turn-helix, așa cum se arată în Fig ARN polimeraza represor lambda fag operator promotor transcrierea este activată de represorul fagilor lambda promotor transcrierea este suprimată de represorul fagilor lambda lar cofactor De fapt, unele proteine bacteriene, inclusiv CAP și represorul lambda bacteriofagului, pot acționa atât ca activatori, cât și ca represori, în funcție de locația specifică a secvenței ADN pe care o recunosc în raport cu promotorul: dacă locul de legare al proteinei se suprapune cu promotorul, atunci polimeraza nu se poate lega, iar proteina acționează ca un represor ( ) Tipuri mai complexe de comutatoare genetice combină controale pozitive și negative De exemplu, operonul lactoză {Operonul Lac; Operonul Lac) E coli, spre deosebire de operonul Tgr, se află sub ambele: negative și pozitive, mecanisme de reglare a transcripției, care sunt realizate, respectiv, de proteina represoare a operonului Lc și CAP Operonul Ltzc codifică proteinele necesare pentru transportul lactozei dizaharidei în celulă și clivajul acesteia După cum știm deja, ATS permite bacteriilor să utilizeze surse alternative de carbon, cum ar fi lactoza, în absența glucozei Cu toate acestea, ar fi irațional ca SAR să inducă expresia operonului Lac dacă lactoza nu este disponibilă, iar Lac-penpeccop se asigură că operonul Lac este oprit în absența lactozei Un astfel de mecanism permite regiunii de reglare a luc-operonului să se combine și să răspundă la două semnale diferite, astfel încât expresia efectivă a operonului are loc numai atunci când sunt îndeplinite două condiții: prezența lactozei și absența glucozei Pentru oricare dintre cele trei combinații posibile de semnal, grupul de gene rămâne în starea oprită ( ) Principiul simplu al acestui comutator genetic a atras pentru prima dată atenția biologilor în urmă cu de ani După cum sa explicat mai sus, baza moleculară a mecanismului de acțiune al comutatorului a fost elucidată printr-o combinație de genetică și biochimie, oferind prima perspectivă asupra modului în care este reglată expresia genelor Partea Mecanisme genetice de bază complot situsul de legare al inițierii sintezei ARN legarea ATS ARN polimerazei (promotorul) eu ii ■L ■ ■■ I II operatorgen /acZ - - - i i i JI P n + GLUCOZA + LACTOZA + GLUCOZA - LACTOZA -GLUCOZA -LACTOZA -GLUCOZA + LACTOZA OPERONUL OPRIT deoarece ATS nu este asociat OPERON OFF deoarece Lac-penpeccop este legat și CAP nu este legat OPERON OFF deoarece Lac-penpeccop este legat eu ARN Orez Control dublu al operonului de lactoză Concentrațiile de glucoză și lactoză controlează inițierea transcripției operonului Lac acționând asupra CAP și, respectiv, Lac-penpeccop Prima genă a operonului Lac, LacZ, codifică enzima p-galactozidază, care scindează lactoza în galactoză și glucoză Când se adaugă lactoză, are loc o creștere a concentrației de alolactoză, un izomer al lactozei, care se leagă de represorul Lac și determină detașarea acestuia de ADN Adăugarea de glucoză duce la scăderea concentrației de ciclo-AMP (cAMP) ), și deoarece cAMP nu mai este asociat cu CAP, această proteină activatoare se separă de ADN, dezactivând operonul Figura rezumă principalele caracteristici ale operonului Lac, dar în realitate situația este mult mai complicată Există mai multe site-uri de legare a Lac-penpeccopa situate în diferite locații în ADN Acest loc de legare are cel mai mare efect, dar sunt necesare alte situsuri pentru a suprima complet expresia (vezi Fig ) În plus, expresia operonului Lac nu este niciodată complet oprită O cantitate foarte mică de enzimă p-galactozidază este necesară pentru a converti lactoza în alolactoză, permițând astfel inactivarea Lac-penpeccop atunci când se adaugă lactoză în mediul de cultură Controlul operonului Lac prezentat în Fig pare simplu și economic, dar studiul în curs al acestui și al altor exemple de reglare a genelor în bacterii a dezvăluit o nouă caracteristică a reglării genelor cunoscută sub numele de buclă Cum funcționează comutatoarele genetice Formarea ADN-ului (ADN ioopipd) Inițial, s-a crezut că operonul Lflc conține un singur operator, dar în lucrările ulterioare a fost descoperit un al doilea operator suplimentar, situat în apropiere O moleculă tetramerică de Lac-penpeccopa poate lega simultan doi operatori simultan, în timp ce ADN-ul dintre ei formează o buclă Capacitatea de a lega simultan doi operatori îmbunătățește interacțiunea generală a represorului cu ADN-ul și astfel duce la o creștere a nivelului de represiune în celulă ( ) Orez Buclea ADN-ului poate stabiliza interacțiunile proteină-ADN Represorul operonului Lac este un tetramer care se poate lega simultan la doi operatori Operonul de lactoză are în total trei operatori, dar pentru simplitate, aici sunt afișați doar doi: operatorul principal (De la) și operatorul suplimentar (Oa) Figura arată toate stările posibile ale Lac-penpeccopa asociate acestor doi operatori La concentrații date ale represorului în celulă și în absența lactozei, starea descrisă în dreapta jos va fi cea mai stabilă; iar pentru a se detașa complet de ADN, Lac-penpeccop trebuie mai întâi să treacă printr-o stare de tranziție în care este asociat cu un singur operator În aceste stări, concentrația locală de Lac-penpeccopa este foarte mare în raport cu operatorul liber, iar reacția este deplasată spre formarea formei dublu-legate a proteinei, mai degrabă decât spre disocierea acesteia Astfel, chiar și regiunile cu afinitate scăzută (Oa) pot crește ocuparea regiunilor cu afinitate ridicată (De la) și pot spori represiunea genelor în celulă (Adaptat după J M G Vilar și S Leibler, J Mol Biol : - , Prin amabilitatea Academic Press ) Buclea ADN-ului face, de asemenea, posibilă stabilirea rapidă a contactului între două proteine diferite legate de-a lungul helixului dublu ADN ADN-ul poate fi considerat ca o "legătură" care ajută o proteină legată de ADN să interacționeze cu alta, în ciuda miilor de perechi de nucleotide care le pot separa locurile de legare ( ) În plus, se va vedea că bucla Reglarea ADN-ului este deosebit de importantă în reglarea genelor eucariote, deși joacă un rol cheie în multe alte cazuri de reglare a genelor bacteriene, nu numai în operonul Lac De exemplu, bucla ADN permite proteinei activatoare NtrC să contacteze cu ușurință ARN polimeraza direct, chiar dacă cele două proteine se leagă de ADN la câteva sute de perechi de baze ( ) Partea Mecanisme genetice de bază a) p ) ADN dublu helix I p p Orez Atașarea a două proteine la regiuni separate ale dublei helix ADN poate crește semnificativ probabilitatea interacțiunii lor, a) Separarea a două proteine printr-o buclă ADN de de perechi de nucleotide crește frecvența ciocnirilor acestor proteine Intensitatea colorării albastre în fiecare punct din spațiu reflectă probabilitatea ca proteina roșie să fie situată la o anumită distanță de proteina albă, b) Flexibilitatea ADN-ului este astfel încât o secvență tipică poate forma o îndoire lină la un unghi de ° (bobina curbată) într-o regiune de aproximativ de abur de nucleotide Prin urmare, dacă două proteine sunt separate de doar de perechi de nucleotide, probabilitatea formării contactului între ele este mică În astfel de cazuri, interacțiunea proteinelor este facilitată dacă situsurile lor de legare sunt la o distanță de un multiplu de perechi de nucleotide de fiecare altele - atunci ambele proteine sunt situate pe aceeași parte pe aceeași parte a helixului ADN (conținând aproximativ nucleotide pe tură), și astfel în cadrul buclei ADN, unde se pot ajunge cel mai bine între ele, c) Concentrația eficientă teoretică de roșu proteină la locul de legare a proteinei albe în funcție de distanța care le separă Conform experimentelor, la distanțe scurte, concentrația efectivă efectivă este mai mare decât cea calculată aici (c - prin amabilitatea lui Gregory Bellomy, modificat din M C Mossing și M T Record, Science : - , Prin amabilitatea AAAS ) Cum funcționează de comutatoare genetice NtrC ARN polimeraza bacteriană Orez Activarea genelor la distanță, a) Proteina NtrC este o proteină reglatoare bacteriană care activează transcripția contactând direct ARN polimeraza și determinând-o să se schimbe de la forma sa originală legată de ADN într-o formă capabilă să conducă transcripția (descrisă în capitolul ) După cum se arată aici, energia hidrolizei ATP este necesară pentru tranziția stimulată de NtrC, deși acest lucru nu este tipic pentru inițierea transcripției în bacterii, b) Interacțiunea dintre NtrC și ARN polimerazei, precum și bucla ADN care iese între ele , poate fi văzut la un microscop electronic, (b-c prin amabilitatea lui Harrison Echols și Sydney Kustu ) Bacteriile folosesc subunități interschimbabile de ARN polimerază pentru a facilita reglarea transcripției genelor Am remarcat deja importanța proteinelor reglatoare care se leagă de ADN și semnalează ARN polimerazei dacă să înceapă sau nu sinteza lanțului de ARN Acesta este unul dintre principalele moduri prin care eucariotele și procariotele controlează inițierea transcripției; totuși, unele bacterii și virușii lor folosesc o altă strategie bazată pe utilizarea subunităților interschimbabile de ARN polimerază După cum este descris în capitolul , subunitatea sigma (subunitatea o) este necesară de ARN polimeraza bacteriană pentru recunoașterea promotorului Majoritatea bacteriilor sintetizează un număr de subunități sigma, fiecare dintre acestea putând interacționa cu partea principală a ARN polimerazei (nucleu-enzimă) și o direcționează către diferite grupuri de promotori (tabelul !) Această schemă vă permite să dezactivați un set mare de gene și să activați un nou set de gene prin simpla înlocuire a unei subunități sigma cu alta Această strategie este eficientă deoarece elimină nevoia de a trata fiecare genă pe rând Într-adevăr, unele bacterii codifică până la o sută de subunități sigma diferite și, prin urmare, depind în mare măsură de această formă de reglare a genelor Virușii bacterieni profită adesea de acest lucru pentru a prelua polimeraza celulei gazdă și pentru a activa rapid și secvenţial mai multe seturi de gene virale (Figura ) Partea Mecanisme genetice de bază Tabelul Factori sigma E coli PROMOTORI RECUNOSCUȚI FACTOR SIGMA majoritatea genelor gene induse de șoc termic gene pentru faza staționară și răspunsul la stres gene asociate cu motilitatea celulară și chimiotaxia gene pentru metabolismul azotului gene care se ocupă cu proteinele pliate greșit din periplasmă Desemnarea factorilor sigma se bazează pe greutatea lor moleculară aproximativă în kilodal tonuri ARN polimerază cu factor sigma bacterian ARN polimerază cu factor viral sigma-like ADN VIRAL gene timpurii gene medii gene târzii Orez Subunități interschimbabile ale ARN polimerazei ca strategie pentru controlul expresiei genelor în bacteriofag Virusul bacterian SPO care infectează bacteria B subtilis folosește polimeraza bacteriei pentru a-și transcrie genele timpurii de îndată ce ADN-ul viral intră în celulă Una dintre genele timpurii, numită , codifică un factor asemănător sigma care se leagă de ARN polimeraza și înlocuiește factorul sigma bacterian Noua formă de polimerază inițiază în mod specific transcrierea genelor "de mijloc" ale virusului SPO Una dintre genele mijlocii codifică un al doilea factor asemănător sigma, , care înlocuiește produsul genei și direcționează ARN polimeraza către transcripția genelor "târzii" Pe baza acestui ultim set de gene, sunt sintetizate proteine care pliază cromozomul virusului în învelișul viral și lizează celula Cu această strategie, seturi de gene virale sunt exprimate în ordinea nevoilor lor, ceea ce asigură replicarea rapidă și eficientă a virusului Principiile reglării genelor la bacterii și eucariote sunt în mare măsură aceleași, inclusiv rolul cheie al proteinelor reglatoare care se leagă strâns de porțiuni scurte de ADN, importanța interacțiunilor slabe dintre proteine -proteine în activarea genelor și flexibilitatea făcută posibilă prin bucla ADN În comparație cu procariotele, totuși, reglarea genelor eucariote implică mult mai multe proteine și întinderi mai lungi de ADN, iar reglarea în sine pare adesea inimaginabil de complexă Această complexitate crescută servește ca un avantaj important al celulei eucariote Comutatoarele genetice ale bacteriilor, după cum sa menționat, răspund de obicei la unul sau mai multe semnale Dar pentru eucariote, este destul de obișnuit ca o duzină de semnale să ajungă la un promotor și la un aparat de transcripție care însumează toate aceste semnale diferite pentru a forma complexul corespunzător Cum funcționează comutatoarele genetice numărul de ARNm Începem descrierea reglării genelor la eucariote prin evidențierea principalelor caracteristici care o deosebesc de reglarea în bacterii Capitolul a discutat că ARN polimeraza II eucariotă, care transcrie toate genele care codifică proteine, necesită cinci factori de transcripție comuni (un total de de subunități; vezi Tabelul , p ), în timp ce ARN bacterian necesită cinci polimeraze necesită doar un factor de transcripție, subunitatea o După cum am văzut, asamblarea treptată a factorilor de transcripție comuni pe un promotor eucariotic asigură, în principiu, mulți pași în care o celulă poate crește sau scădea frecvența inițierii transcripției ca răspuns la acțiunea proteinelor reglatoare Celulele eucariote nu au operoni - seturi de gene înrudite transcrise ca un întreg, prin urmare, fiecare genă este reglementată separat Fiecare genă bacteriană este de obicei controlată de una sau mai multe proteine de reglare, dar la eucariote este tipic ca o genă să fie controlată de multe (uneori sute) de proteine de reglare diferite Această complexitate de organizare devine posibilă deoarece, după cum vom vedea mai jos, multe proteine eucariote reglatoare pot acționa pe distanțe foarte mari (zeci de mii de perechi de nucleotide), ceea ce permite unui număr aproape infinit de proteine să influențeze o singură genă Componenta principală a sistemului de reglare a genelor eucariote este mediatorul, un complex de de subunități care mediază între proteinele reglatoare și ARN polimeraza (vezi Figura ) Mediatorul oferă o zonă de contact mai largă pentru proteinele de reglare în comparație cu cea furnizată numai de ARN polimeraza bacteriană Ambalarea ADN-ului eucariotic în cromatină oferă multe oportunități de reglare a transcripției care nu sunt disponibile bacteriilor Factorii generali de transcripție pentru ARN polimeraza II au fost discutați în Capitolul (vezi Secțiunile - ), dar aici ne vom concentra asupra ultimelor patru caracteristici descrise și asupra modului în care acestea sunt utilizate pentru a controla expresia genelor la eucariote Regiunea de control a unei gene eucariote constă dintr-un promotor și secvențe de ADN reglatoare Deoarece o proteină regulatoare eucariotă tipică controlează transcripția prin legarea de ADN departe de promotor, secvențele de ADN care controlează expresia genelor sunt adesea distribuite de-a lungul unor lungi porțiuni de ADN Folosim termenul regiune de control al genei pentru a descrie întregul segment de ADN implicat în reglarea și inițierea transcripției genelor, inclusiv promotorul, unde sunt asamblați factorii de transcripție comuni și polimeraza, precum și toate secvențele de reglare, cu care proteinele de reglare se leagă de controlați viteza proceselor de asamblare pe promotor (Fig ) Este destul de comun să se găsească la animale și plante secvențe de gene reglatoare împrăștiate pe distanțe de până la de perechi de baze Cea mai mare parte a acestui ADN servește ca secvențe "spacer" pe care proteinele de reglare nu le recunosc direct, dar oferă flexibilitatea necesară pentru o buclă eficientă a ADN-ului În acest caz, este important să ne amintim că, ca și alte regiuni ale cromozomilor eucarioți, majoritatea ADN-ului din regiunile de control Partea Mecanisme genetice de bază factori generali ARN polimeraza II proteine-regulatori ai activității de transcripție a genelor regulatori proteici ai activității genelor gena X TATA promotor secvența de ADN regulator spacer / mediator gena X transcriere ARN Orez Regiunea de control a unei gene eucariote tipice Un promotor este o secvență de ADN în care are loc asamblarea factorilor de transcripție obișnuiți și a polimerazei (vezi Figura ) Secvențele de reglare servesc ca situsuri de legare pentru proteinele de reglare, a căror prezență pe ADN afectează intensitatea inițierii transcripției Aceste secvențe pot fi găsite aproape de promotor, mult mai devreme decât acesta, sau chiar în introni sau după genă După cum se arată în partea de jos a figurii, bucla ADN permite proteinelor reglatoare legate la oricare dintre aceste site-uri să interacționeze cu proteinele care se adună la promotor Multe proteine de reglare a genelor acționează prin intermediul unui mediator, în timp ce altele afectează direct factorii generali de transcripție și ARN polimeraza Nu este prezentat aici, dar multe proteine reglatoare influențează, de asemenea, structura cromatinei în regiunea de control a ADN-ului, afectând astfel indirect inițierea transcripției (vezi Figura ) După cum sa menționat în text, pentru simplitate, "gena X" se referă aici la o secvență de codificare într-o genă Ultimul este împachetat în nucleozomi și forme mai bine ordonate ale cromatinei, prin urmare, aceasta îi reduce lungimea și își schimbă proprietățile În acest capitol, folosim termenul "genă" într-un sens larg pentru a ne referi doar la regiunea ADN-ului care este transcrisă în ARN (vezi Figura ) Cu toate acestea, înțelegerea clasică a termenului "genă" include și regiunile de control, ceea ce face ca majoritatea genelor eucariote să fie mult mai mari ca dimensiune Descoperirea splicing-ului alternativ de ARN a complicat și mai mult identificarea genelor (un subiect pe care l-am discutat pe scurt în Capitolul și va fi revizuit mai târziu în acest capitol) Proteinele de reglare vă permit doar să activați și să opriți individual genele corpului Spre deosebire de numărul mic de factori de transcripție comuni care abundă în celulă și se adună pe promotorii tuturor genelor transcrise Cum funcționează comutatoarele genetice ARN polimeraza II, există mii de proteine reglatoare diferite De exemplu, din aproximativ de gene umane, % (aproximativ de gene) au fost identificate care codifică proteine de reglare Majoritatea dintre ei recunosc secvențele de ADN folosind unul dintre motivele de legare ADN descrise anterior Nu este surprinzător, într-o celulă eucariotă, fiecare dintre genele sale este reglată într-un mod specific Având în vedere numărul total de gene la eucariote și complexitatea reglării acestora, a fost dificil de formulat reguli simple pentru reglarea genelor aplicabile în toate cazurile Cu toate acestea, am reușit să facem mai multe generalizări despre modul în care proteinele de reglare, atunci când sunt legate de regiunea de control a unei gene de pe ADN, declanșează o secvență de evenimente care duce la activarea sau reprimarea genei Mediatorul și factorii de transcripție comuni sunt aceiași pentru toate genele transcrise de polimeraza II, dar proteinele reglatoare și locația situsurilor de legare în raport cu promotorul sunt diferite pentru fiecare genă Proteinele activatoare eucariote induc asamblarea ARN polimerazei și a factorilor de transcripție comuni la locul de inițiere a transcripției Regiunile ADN de care se leagă proteinele activatoare eucariote au fost mai întâi numite amplificatori, deoarece prezența lor a crescut intensitatea inițierii transcripției (din engleză, enhance - increase, fortifier) Când s-a descoperit pentru prima dată că aceste proteine activatoare ar putea lega zece mii de perechi de baze de la promotor, a fost o surpriză completă, dar după cum am văzut, bucla ADN oferă cel puțin o explicație pentru această observație inițial nedumerită Cele mai simple proteine activatoare sunt construite din module formate din două domenii separate Un domeniu conține de obicei unul dintre motivele structurale discutate anterior care recunosc o secvență specifică de ADN Al doilea domeniu, uneori numit domeniul de activare, accelerează rata de inițiere a transcripției Acest tip de structură modulară a fost identificat pentru prima dată în experimente în care metodele de inginerie genetică au fost folosite pentru a crea o proteină himerică care conține domeniul de activare a transcripției al unei proteine și domeniul de legare la ADN al altei proteine conectate la aceasta (Fig ) Cum o proteină activatoare eucariotă, după ce se leagă de ADN, crește intensitatea inițierii transcripției? După cum se va vedea în curând, există mai multe mecanisme prin care acest lucru se poate întâmpla și, în multe cazuri, aceste diferite mecanisme funcționează în comun asupra aceluiași promotor Dar, indiferent de calea biochimică exactă, funcția principală a activatorilor este de a recruta, poziționa și modifica factorii de transcripție comuni, mediatorul și ARN polimeraza II pe promotor, astfel încât transcripția să poată începe Ei fac acest lucru direct acționând direct asupra acestor componente sau indirect prin modificarea structurii cromatinei din jurul promotorului Unele proteine activatoare se leagă direct la unul sau mai mulți factori de transcripție comuni, accelerând asamblarea lor la un promotor care este legat prin ADN de acel activator Alții interacționează cu mediatorul și îl atrag către ADN, unde poate facilita apoi asamblarea ARN polimerazei și a factorilor de transcripție comuni pe promotor (vezi Figura ) În acest sens, activatorii eucarioți seamănă cu activatorii bacterieni în atragerea ARN polimerazei către regiuni specifice ale ADN-ului, astfel încât ARN polimeraza să poată începe transcripția Partea Mecanisme genetice de bază A) proteină Gal domeniul activator al proteinei Gal Domeniul de legare la ADN al proteinei Gal gena galactokinazei TATA AM GENE PORNIT ARNm b) proteina himerică Gal -LexA Secvența de ADN recunoscută de proteina Gal TATA gena LacZ GEN OFF Secvența de ADN recunoscută de proteina LexA TATA gena LacZ GENA I A INCLUS ARNm Orez Structura modulară a proteinei activatoare Schema unui experiment care face posibilă identificarea domeniilor independente de legare a ADN și de activare a transcripției în compoziția proteinei activatoare Gal din drojdie Un activator funcțional poate fi obținut prin legarea porțiunii C-terminale a proteinei Gal de drojdie și domeniul de legare la ADN al proteinei de reglare bacteriană (proteina LexA) prin inginerie genetică Când această proteină de fuziune bacteriană-drojdie este sintetizată în celulele de drojdie, va activa transcripția genelor de drojdie dacă un anumit loc este inserat în fața acestor gene pentru a asigura legarea acesteia la ADN a) În mod normal, proteina Ga este responsabilă pentru activarea transcripției genelor de drojdie care codifică enzime care convertesc galactoza în glucoză b) Pentru ca o proteină reglatoare himerică modificată genetic să activeze transcripția, în regiunea de control trebuie să fie prezentă o secvență care poate fi recunoscută de LexA În experimentul descris, regiunea de control a uneia dintre genele reglate de proteina LexA este fuzionată cu gena E coli LacZ, care codifică enzima p-galactozidază (vezi Fig ) p-galactozidaza este foarte ușor de determinat prin metode biochimice, ceea ce este foarte convenabil pentru monitorizarea nivelului de expresie, care este stabilit de regiunea de control a genei Aici LacZ este folosit ca genă reporter, deoarece "raportează" activitatea regiunii de control a genei Factorii obișnuiți de transcripție, mediatorul și ARN polimeraza par să nu se poată asambla pe un promotor ambalat în nucleozomi standard Mai mult, se poate presupune că astfel de ambalaje ar fi putut evolua în cursul evoluției pentru a preveni "scurgerea" transcripției Cu excepția lor Cum funcționează comutatoare genetice acțiuni directe care vizează asamblarea aparatului transcripțional pe promotor, proteinele activatoare promovează și inițierea transcripției prin modificarea structurii cromatinei în regiunea secvențelor reglatoare și a promotorilor genei Conform Capitolului , patru dintre cele mai importante moduri de modificare locală a structurii cromatinei sunt modificarea covalentă a histonelor, rearanjarea nucleozomilor, îndepărtarea nucleozomilor și înlocuirea nucleozomilor Proteinele activatoare folosesc toate cele patru mecanisme, recrutând enzime modificatoare de histonă, complexe de rearanjare a cromatinei dependente de ATP și chaperone ale histonelor, pentru a modifica structura cromatinei în regiunile promotorilor pe care îi controlează ( ) În termeni generali, se crede că aceste modificări locale în structura cromatinei fac ADN-ul expus mai accesibil, facilitând astfel asamblarea factorilor de transcripție comuni, mediatorului și ARN polimerazei pe promotor Modificarea locală a cromatinei face, de asemenea, posibilă atașarea proteinelor reglatoare suplimentare la regiunea de control a genei complex de rearanjare a cromatinei nucleozomi rearanjabili însoţitor de histonă TATA TATA proteina activatoare geno îndepărtarea histonelor histone chaperon TATA -► TRANSCRIPȚIA factori comuni de transcripție, mediator și ARN polimeraza II enzimă modificatoare de histonă înlocuirea histonelor model specific de modificare a histonelor Orez Patru moduri diferite prin care proteinele activatoare eucariote pot determina modificări locale ale structurii cromatinei pentru a stimula inițierea transcripției Aceste mecanisme, prezentate ca căi separate, totuși, pot funcționa adesea împreună în timpul activării genelor De exemplu, acetilarea anterioară a histonelor facilitează îndepărtarea lor din nucleozomi de către chaperonele histonelor Pe fig Figura prezintă mai multe profiluri de modificare a histonelor care promovează inițierea transcripției, un exemplu specific este prezentat în Figura Rearanjarea nucleozomilor și îndepărtarea histonelor favorizează inițierea transcripției prin creșterea disponibilității ADN-ului și prin urmare facilitând atașarea mediatorului, a ARN polimerazei și a factorilor generali de transcripție, precum și a proteinelor activatoare suplimentare Procesele de inițiere a transcripției și formarea unei structuri compacte a cromatinei pot fi considerate procese de asamblare biochimică concurente, iar enzimele care măresc (chiar tranzitoriu) disponibilitatea ADN-ului în cromatină vor favoriza inițierea transcripției Partea Mecanisme genetice de bază -*- proteina activatoare a genei histonei acetiltransferazei H K NZK histon acetiltransferaza H K ? NZK histon kinaza O H S R proteina activatoare a genelor histon kinaza H S cod de histonă pentru inițierea transcripției complex de rearanjare a cromatinei NZK A TFIID complex de rearanjare a cromatinei NZK J eu MONTAJUL PĂRȚILOR RĂMANATE ALE APARATULUI DE TRANSCRIPȚIE eu TRANSCRIERE O Cel mai important rol al modificării covalente a histonelor în transcripție nu este probabil o schimbare directă a structurii cromatinei: mai degrabă, așa cum sa discutat în capitolul , aceste modificări oferă interacțiuni favorabile pentru legarea unei game largi de proteine care citesc "codul histonelor" În ceea ce privește inițierea transcripției, acest set de proteine include alte enzime modificatoare de histonă (complexe cititor-scriitor), complecși de rearanjare a cromatinei și cel puțin unul dintre factorii de transcripție comuni ( ) Modificările în structura cromatinei care apar în timpul inițierii transcripției pot persista pentru diferite perioade de timp În unele Orez Scrierea și citirea codului histonelor în timpul inițierii transcripției În acest exemplu, reprezentând promotorul genei interferonului uman, proteina activatoare se leagă de ADN-ul împachetat cu cromatină și mai întâi recrutează histona acetiltransferaza pentru a acetila histona H lizina și H histona lizina În plus, histon kinaza, atrasă de proteina activatoare, fosforilează serina a histonei H , dar acest lucru este posibil numai după acetilarea lizinei Apoi, modificarea serinei semnalează histona acetiltransferazei la acetilarea lizinei (K ) pe histona H Aceasta completează înregistrarea codului de inițiere a transcripției histonelor Rețineți că scrierea codului este un proces secvenţial în care fiecare modificare a histonelor depinde de cea anterioară Citirea codului final are loc atunci când factorul de transcripție comun TFIID și complexul de rearanjare a cromatinei SWI/SNF se leagă, ambele stimulând foarte mult etapele ulterioare de inițiere a transcripției TFIID și SWI/SNF recunosc cozile de histonă acetilate folosind bromodomeniul, un domeniu proteic specializat pentru citirea acestei modificări particulare de histonă Bromodomeniul este situat pe o subunitate a fiecărui complex proteic (adaptat din T Agalioti, G Chen și D Thanos, Cell : - , Cu amabilitatea lui Elsevier ) Cum funcționează comutatoarele genetice În unele cazuri, odată ce proteina reglatoare este detașată din ADN, are loc o inversare rapidă a procesului de modificare a cromatinei, readucerea genei la starea de pre-activare Restaurarea rapidă a vechii structuri este deosebit de importantă pentru genele care trebuie pornite și oprite rapid în celulă ca răspuns la semnale externe - cum ar fi hormonii glucocorticoizi discutați mai devreme în acest capitol Cu toate acestea, în alte cazuri, structura alterată a cromatinei persistă chiar și după ce proteina reglatoare care a dirijat crearea acesteia s-a desprins din ADN În principiu, această memorie poate fi extinsă la următoarea generație de celule deoarece, așa cum sa discutat în capitolul , structura cromatinei se poate auto-replica (vezi Figura ) Este interesant de luat în considerare posibilitatea ca diferitele modificări ale histonelor să fie stabile pentru momente diferite, oferind celulei un mecanism de memorie pe termen lung, mediu și scurt în ceea ce privește profilurile de expresie genică În timpul transcripției genei de către ARN polimeraza II, are loc un tip special de modificare a cromatinei În cele mai multe cazuri, nucleozomii - chiar înaintea polimerazei - sunt acetilați de complexe de proteine scriitoare transportate de polimerază, îndepărtați de către însoțitori de histonă și poziționați în spatele polimerazei în mișcare Ele sunt apoi rapid deacilate și metilate, de asemenea, de către complexele scriitor-cititor situate pe polimerază, care lasă în urmă nucleozomi care sunt deosebit de rezistenți la transcripție În timp ce acest proces surprinzător poate părea contraintuitiv, a evoluat probabil ca un mijloc de prevenire a reinițializării transcripționale false de către o polimerază care se mișcă în spate, care în esență își deschide calea prin cromatină Mai târziu în acest capitol, când se discută interferența ARN, pericolul potențial pentru celulă de la o astfel de "transcripție greșită" va deveni deosebit de evident Tocmai am văzut că proteinele activatoare pot afecta grav structura cromatinei Cu toate acestea, chiar înainte ca proteinele activatoare să înceapă să acționeze, multe gene sunt "în poziție", pregătite pentru activare rapidă De exemplu, regiunile reglatoare ale multor gene sunt "marcate" sub forma unei regiuni scurte fără nucleozomi, de-a lungul marginilor căreia se află nucleozomi care conțin varianta histonă H AZ Această structură, determinată de secvența ADN, oferă acces liber pentru proteinele de reglare în regiunea fără nucleozomi În plus, este de așteptat ca nucleozomii care conțin H AZ să se disocieze ușor, facilitând astfel inițierea transcripției Proteinele activatoare se întăresc reciproc reciproc acțiunea Am descoperit deja că proteinele activatoare ale genei eucariote pot influența diferite stadii de inițiere a transcripției În general, acolo unde mai mulți factori lucrează împreună pentru a crește viteza unei reacții, efectul lor combinat nu este o simplă sumă a efectelor pozitive date de fiecare factor, ci un produs De exemplu, dacă factorul A scade bariera de energie liberă pentru reacție cu o anumită cantitate și astfel accelerează reacția de de ori, iar factorul B, care acționează asupra unei alte componente a reacției, face același lucru, atunci acțiunea combinată a lui A iar B va coborî bariera la jumătate și va accelera reacția de de ori Chiar dacă A și B acționează doar ca agenți care atrag aceeași proteină, afinitatea acestei proteine pentru situsul activ este multiplicată de multe ori Astfel, proteinele activatoare ale genelor prezintă adesea o transcripție Partea Mecanisme genetice de bază Hepzu M (sinergia transcripțională) - când mai multe proteine activatoare, acționând împreună, măresc eficiența inițierii transcripției cu o valoare semnificativ mai mare decât cea care s-ar obține prin simpla însumare a contribuțiilor lor separat ( ) Este ușor de văzut cum setul de Proteinele reglatoare, fiecare dintre acestea se leagă de diferite regiuni de reglare a ADN-ului, lucrează împreună pentru a controla rata finală de transcripție a unei gene eucariote Orez sinergie transcripțională Acest experiment compară intensitatea transcripției creată într-o celulă eucariotă de trei proteine reglatoare proiectate experimental și, de asemenea, arată o sinergie transcripțională care depășește efectul total al acțiunii mai multor activatori Sinergia transcripțională este de obicei observată între diferite proteine activatoare ale aceluiași organism și chiar între proteine activatoare ale diferitelor specii eucariote dacă acestea sunt introduse experimental în aceeași celulă Ultima observație reflectă gradul ridicat de conservatorism al aparatului complex responsabil de inițierea transcripției la eucariote Deoarece proteinele activatoare pot influența mulți pași diferiți în calea care duce la activarea transcripțională, merită să ne gândim dacă acești pași apar întotdeauna într-o ordine stabilită De exemplu, modificarea histonei precede întotdeauna rearanjarea cromatinei, ca în exemplul din Fig ? Mediatorul intră înainte sau după ARN polimeraza? Răspunsurile la aceste întrebări se dovedesc a fi diferite pentru gene diferite și diferă chiar și pentru aceeași genă sub acțiunea diferitelor proteine de reglare ( ) Oricare ar fi mecanismele exacte și ordinea execuției lor, o proteină reglatoare trebuie să se lege direct sau indirect de ADN pentru a afecta transcripția genei sale țintă, iar intensitatea transcripției genei depinde în cele din urmă de spectrul proteinelor reglatoare care se leagă la stânga sau dreptul site-ului său de iniţiere transcripţie La eucariote, ca și la bacterii, pe lângă proteinele activatoare, proteinele represoare ale genelor sunt folosite pentru a regla transcripția genelor Cu toate acestea, datorită diferenței dintre metodele de inițiere a transcripției utilizate de eucariote și bacterii, represorii eucarioți au un set mult mai larg de posibile mecanisme de acțiune Din capitolul știm că regiuni mari ale genomului pot fi oprite prin împachetarea ADN-ului în heterocromatină Cu toate acestea, genele eucariote sunt rareori localizate în genom în conformitate cu Cum funcționează de comutatoare genetice Orez Secvența de evenimente care duc la inițierea transcripției unei gene specifice În acest exemplu bine studiat, luat din biologia drojdiei în devenire S cerevisiae, pașii care conduc la inițierea transcripției sunt într-o ordine specifică, dar această ordine variază de la genă la genă De exemplu, într-o altă genă, mai întâi apare modificarea histonelor, urmată de implicarea ARN polimerazei și apoi a complecșilor de rearanjare a cromatinei Pe fig Figura prezintă o altă posibilă succesiune de evenimente ACTIVATOR DE PROTEINE SE LEAGĂ DE CROMATINĂ complex de perestroika 'cromatina RESTRUCTURA CROMATINEI enzime, ,-<- modificarea histonelor MODIFICAREA COVALENTĂ A HISTONELOR alte proteine activatoare cu funcția sa, astfel încât această strategie este în general nepotrivită pentru majoritatea exemplelor de reglare a genelor În schimb, majoritatea ey PROTEINELE ACTIVATE SUPLIMENTARE SE LEAGĂ DE REGIUNEA DE REGLARE A GENEI represorii cariotitici ar trebui să funcționeze conform schemei genă cu genă Spre deosebire de represorii bacterieni, majoritatea represoarelor eucariote nu concurează direct cu ARN polimeraza pentru accesul la ADN, ci mai degrabă folosesc o serie de alte mecanisme, dintre care unele sunt prezentate în Ca și proteinele activatori, multe proteine represoare eucariote acționează asupra unei anumite gene prin mai mult de un mecanism și, prin urmare, asigură o reprimare fiabilă și eficientă (-< mediator factori comuni de transcripție MONTAJUL COMPLEXULUI PREINITIATOR PE PROMOTOR alte proteine activatoare ale genelor rearanjarea proteinelor g în complex pre-inițiator INIȚIEREA TRANSSCRIPȚIEI Reprimarea genelor este deosebit de importantă pentru animale și plante, a căror creștere depinde de acțiunea unor programe complexe de dezvoltare Expresia incorectă a unei singure gene la un moment critic în timp poate avea consecințe catastrofale pentru un individ Din acest motiv, multe dintre genele care codifică cele mai importante proteine de reglare în dezvoltarea unui organism sunt supuse unei represiuni sigure dacă nu sunt necesare Până acum, am constatat că atunci când un activator și un represor eucariotic se leagă de o anumită secvență de ADN, este declanșată o serie complexă de evenimente, care se termină cu inițierea transcripției sau, dimpotrivă, reprimarea acesteia Cu toate acestea, aceste proteine recunosc rareori ADN-ul ca polipeptide individuale De fapt, legarea eficientă a ADN-ului într-o celulă eucariotă necesită mai multe proteine ADN specifice locului care acționează împreună De exemplu, două proteine reglatoare cu afinitate mică una pentru alta se pot combina pentru a se lega la o secvență de ADN, Partea Mecanisme genetice de bază A) activator legarea competitivă de ADN suprafata de activare a represorului situsul de legare a represorului TATG" A) recrutarea complecșilor de rearanjare a cromatinei complex de rearanjare a cromatinei nucleozomi rearanjabili activator de legare b) ecranarea suprafeței de activare TATA complot activator de legare TATA histon deacetilază situs de legare a represorului recrutarea histon-deacetilazelor V) interacțiune directă cu factori de transcripție comuni locul de legare locul de legare a activatorului acetilarea histonelor histon metiltransferaza e) recrutarea histon-metiltransferazei metilarea histonelor proteice, legarea de histonele metilate Orez Șase moduri posibile de acțiune ale unei proteine eucariote represoare, a) Proteinele activatoare și proteinele represoare concurează pentru legarea la aceeași secvență de ADN reglator b) Ambele proteine se pot lega de ADN, dar represorul se leagă de domeniul activator al proteinei activatoare, împiedicând-o astfel să-și îndeplinească funcțiile de activare transcripțională Ca o variantă a acestei strategii, represorul se leagă strâns de activator fără a se lega direct de ADN c) Represorul blochează ansamblul factorilor de transcripție comuni Unii represori acționează și în ultimele etape ale inițierii transcripției, de exemplu, împiedicând eliberarea ARN polimerazei din factorii de transcripție obișnuiți, d) Represorul atrage complexul de rearanjare a cromatinei, care readuce starea regiunii promotoare la forma nucleozomală înainte de transcripție e) Represorul atrage histon deacetilaza la promotor S-a demonstrat că acetilarea histonelor poate stimula inițierea transcripției (Fig ), iar represorul pur și simplu inversează această modificare e) Represorul recrutează histon metiltransferaza Modifică anumite poziții ale histonelor, care la rândul lor leagă proteinele care mențin cromatina într-o formă inactivă din punct de vedere transcripțional De exemplu, în Drosophila, histona metiltransferaza Suv metilează lizina (K ) a histonei H , iar proteina HP se leagă de această modificare Într-un alt exemplu, E(z) metilează lizina (K ) a histonei H , iar proteina Polycomb se leagă la această modificare Proteinele HP și Polycomb recunosc lizinele metilate folosind cromodomeniul Ele pot acționa local, dezactivând anumite gene, așa cum se arată aici, sau pot ocupa regiuni întregi ale cromozomului pentru a reprima un grup de gene Al șaptelea mecanism de control negativ, inactivarea activatorului transcripției prin heterodimerizare, este prezentat în Fig Pentru simplitate, nucleozomii nu sunt afișați în a-c, iar scara lui d-f este redusă în raport cu a-c dacă niciunul dintre ei nu are suficientă afinitate pentru a se lega singur de regiunea ADN Într-un caz bine studiat, un dimer proteic legat de ADN formează o suprafață distinctă care este recunoscută de o a treia proteină care poartă un domeniu de activare care stimulează începutul transcripției Cum funcționează comutatoarele genetice ilustrează ideea principală importantă: interacțiunile proteină-proteină care sunt prea slabe pentru a forma complexe în soluție pot face acest lucru pe ADN, unde secvența ADN acționează ca un situs de "cristalizare", sau primer, pentru asamblarea complexului proteic După cum se arată în , poate fi implicată o singură proteină reglatoare în mai multe tipuri de complexe de reglementare De exemplu, într-un caz, o proteină poate funcționa ca parte a unui complex care activează transcripția, iar în altul, ca parte a unui complex care o reprimă Astfel, proteinele regulatoare eucariote individuale nu sunt neapărat activatori "puri" sau represori "puri", ci acționează ca elemente de reglare utilizate pentru a construi complexe a căror funcție depinde de asamblarea finală a tuturor componentelor sale individuale Ansamblul final, la rândul său, depinde atât de localizarea secvențelor de ADN în regiunea de control, cât și de anumite proteine reglatoare prezente în formă activă în celulă Prin urmare, fiecare genă eucariotă este reglementată de un "comitet" de proteine, iar toate acestea trebuie să fie prezente în celulă pentru ca gena să fie exprimată la nivelul corespunzător În unele cazuri, secvența exactă de ADN de care se leagă o proteină reglatoare poate afecta în mod direct conformația acestei proteine și, abia, activitatea ei transcripțională ulterioară De exemplu, prin legarea la un tip de secvență de ADN, proteina receptorului hormonului steroidian interacționează cu corepresorul și, ca rezultat, oprește transcripția Când este legat de o secvență de ADN ușor diferită, adoptă o conformație diferită și interacționează cu un coactivator, stimulând astfel transcripția b) PE ADN a) ÎN SOLUȚIE coactivator ACTIVAZĂ TRANSCRIPȚIA SUprimă transcrierea GENĂ ACTIVĂ GENĂ INACTIVĂ corepresor coactivator ACTIVAZĂ TRANSCRIPȚIA SUprimă transcrierea GENĂ ACTIVĂ GENĂ INACTIVĂ Orez , Proteinele reglatoare eucariote se asamblează adesea în complexe pe ADN A prezintă șapte proteine reglatoare Natura și funcția complexului pe care îl formează depind de secvența specifică de ADN care servește ca primer pentru asamblarea lor Pe b, unele dintre complexele rezultate activează transcripția genelor, în timp ce altele o suprimă Rețineți că proteinele roșii și verzi sunt prezente atât în complexele de activare, cât și în cele de reprimare Proteinele care nu se leagă de ADN, ci se adună pe alte proteine reglatoare de legare a ADN-ului sunt adesea denumite coactivatori sau corepresori Cu toate acestea, acești termeni sunt puțin înșelătoare, deoarece acopera o varietate uriașă de proteine, inclusiv proteine "cititoare" și "scriitoare" de histonă, complexe de rearanjare a cromatinei și multe alte clase de proteine Unele proteine nu au activitate proprie, ci pur și simplu servesc drept "baze" pentru a atrage acele proteine care o au Partea Mecanisme genetice de bază Orez , Reprezentare schematică a unui "comitet" de proteine de reglementare asociate cu un amplificator Proteina prezentată în galben este numită proteină "arhitecturală", deoarece rolul său principal este de a plia ADN-ul, astfel încât celelalte componente să poată fi asamblate în mod cooperant pe el Structura prezentată aici se bazează pe cea găsită în regiunea de control a genei care codifică subunitatea represorului celulei T (descrisă în capitolul ) și activează transcripția promotorului adiacent Doar anumite celule din sistemul imunitar în curs de dezvoltare, care în cele din urmă vor da naștere la celule T mature, au setul complet de proteine necesare formării acestei structuri De obicei, mai multe porțiuni relativ scurte ale secvenței de nucleotide direcționează asamblarea unui grup de proteine reglatoare pe ADN (vezi Figura ) Cu toate acestea, în unele cazuri extreme, când reglarea este efectuată de un "comitet" de proteine, se formează o structură proteină-ADN mai sofisticată ( ) Deoarece asamblarea finală necesită proteine de reglementare multiple care se leagă de ADN, aceasta este o modalitate simplă de a se asigura că o genă este exprimată numai atunci când celula conține combinația corectă a acestor proteine Anterior, am observat modul în care formarea heterodimerilor în soluție oferă un mecanism pentru controlul combinatoriu al expresiei genelor Asamblarea complexelor proteice reglatoare pe ADN este al doilea mecanism important de control combinatoriu, un mecanism care deschide posibilități mult mai mari În condițiile în care proteinele de reglare pot fi localizate în multe locuri de-a lungul segmentelor lungi de ADN și se pot asambla în complexe la fiecare dintre ele, atunci când aceste complexe afectează structura cromatinei, precum și recrutarea și asamblarea principalului aparat de transcripție pe promotor, s-ar părea că ar trebui să existe posibilități practic nelimitate pentru dezvoltarea dispozitivelor de control care să regleze transcripția genelor eucariote Un exemplu extrem de izbitor de comutare genetică multicomponentă complexă este mecanismul care controlează transcrierea genei Drosophila Even-skipped (Eve), a cărei expresie joacă un rol important în dezvoltarea embrionului de Drosophila Dacă această genă este inactivată de o mutație, atunci multe părți ale embrionului nu sunt formate și embrionul moare devreme Capitolul descrie că, în stadiul dezvoltării embrionare, când începe expresia genei Eve, embrionul este o singură celulă gigantică care conține mulți nuclei într-o citoplasmă comună Această citoplasmă, totuși, nu este uniformă - conține un amestec de proteine reglatoare care sunt distribuite neuniform de-a lungul embrionului, reflectând astfel informațiile de poziție care disting o parte a embrionului de alta ( ) (Metoda care este folosită la început pentru stabilirea acestor diferențe este descrisă în capitolul ) La început, nucleele sunt identice, dar sub influența diferitelor proteine reglatoare, încep să exprime rapid gene diferite De exemplu, nucleii de la capătul anterior al embrionului în curs de dezvoltare Cum funcționează comutatoarele genetice în față fundătură 